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“Se soubéssemos o que era aquilo que estávamos fazendo, não seria chamado de pesquisa”.  
  
Albert Einstein  
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Xanthomonas citri subsp. citri (X.citri) é um fitopatógeno causador do cancro cítrico. 
Esta doença causa importantes perdas para economia brasileira já que o país é um dos maiores 
exportadores do suco de laranja e não há uma forma efetiva de controle dessa doença. 
Em X. citri, pouco se conhece sobre a captação de íons, incluindo sulfato, elemento essencial 
para o crescimento celular em todas as formas de vida. Em estudos prévios, foi mostrado 
que o transportador de alta afinidade do tipo ABC de sulfato e a via de assimilação do mesmo 
estão completos em X. citri e que são ativados durante o crescimento in vitro e in vivo. Com a 
finalidade de continuar esses estudos, este trabalho propôs a caracterização funcional e 
estrutural do transportador ABC de sulfato SbpCysUWA. A análise estrutural foi limitada à 
proteína periplasmática Sbp, uma vez que as permeases e ATPase não foram expressas 
mesmo após inúmeras tentativas.  O domínio periplasmático Sbp, teve sua estrutura resolvida 
a 1.14 Å na presença do íon, o que permitiu a caracterização do bolsão de ligação e seus 
resíduos e análises biofísicas determinaram sua afinidade ao íon. Por outro lado, os estudos 
funcionais realizados com um mutante de X. citri portador de deleção do gene cysU (que 
codifica uma das permeases) e bloqueia o poro de entrada do sulfato mostraram que houve 
diminuição na produção de goma xantana e xantomonadina, não houve interferência no 
crescimento bacteriano in vitro e nem na formação do biofilme. Adicionalmente, infecções de 
folhas de cinco variedades de citros mostraram que a deleção afeta o período de infecção, mas 
não o fenótipo do cancro. Estes dados sugerem que outros transportadores do tipo ABC, de 
alta afinidade, como os de alcanosulfonados Ssu(1) e Ssu(2),  caracterizados pelo grupo neste 
período, poderiam complementar a carência do enxofre, mas não a captação de 
sulfato. Adicionalmente, foram identificadas e caracterizadas três proteínas de X. citri com 
função putativa de carreadores de íons, mas de baixa afinidade. Com ensaios de RT-PCR 
mostramos que os genes de todos estes transportadores são transcritos em meio XAM1 (o 
qual mimetiza as condições de infecção) e a proteína putativa de captação e regulação de 
sulfato, Sac1 não é expressa em meio rico LB ON. Estes dados mostram que a bactéria possui 
e utiliza de todos os seus recursos para manter os níveis de enxofre durante o seu crescimento. 
Finalmente, este trabalho abriu uma série de perspectivas para futuros estudos sobre estes 
transportadores, tanto do ponto de vista funcional como estrutural para melhor compreensão 




Xanthomonas citri subsp. citri is a phytopathogenic bacteria causes citrus canker in 
citrus. This disease causes important economic losses for Brazil because this country is on of 
most exporter for orange juice and no have effective control disease. In. X. citri has lack 
information about ion uptake in general, include sulfate, essential element for grown in all 
types of life. Previous studies described the high affinity sulfate ABC transporter and this 
assimilation pathway is complete in X. citri and activated during grown in vitro and in vivo. 
To continue this studies, this work was proposed to characterize, functional, and structural 
insights for ABC Transporter SbpCysUWA. The periplasmic compound was solved at 1.14 Å 
with sulfate into the pocket .allowing to understand the ligation coordination. On the other 
hand, functional studies with knockout for Cys U permease reduces gum xanthan production 
and xanthomonadin but not the ability to grown culture in vitro. In addition, leaf infections 
of five different citrus varieties presented by a deletion, affect the infection period but not the 
cancer phenotype. These data other high affinity ABC transporters, such as the Ssu (1) and 
Ssu (2) alkanesulfonates, characterized by the group in the Sulphur starvation in this 
period. Moreover, were identified three putative sulfate carrier with low ion affinity. RT-PCR 
data showed this genes is transcripts in LB ON (expects sac1 gene) and inducing media 
XAM1( in vitro). These data show that the bacteria uses all its resources to maintain sulfur 
levels during its growth. Finally, this work has opened a series of perspectives for future 
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1. INTRODUÇÃO   
 
  1.1 A importância da economia da laranja e o cancro cítrico  
 
  O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de laranja, responsável por 34% da 
produção dos frutos e por aproximadamente 50% do suco produzido mundialmente. O 
estado de São Paulo, em particular, aparece em destaque como um dos maiores parques 
citrícola mundiais [1]. 
 A disseminação e potencial de impacto de pragas na economia da laranja, 
comprometem a produtividade e exigem investimentos[1]. Miranda e Ximenes (2009) relatam 
que a citricultura no Brasil tem vários desafios com relação às pragas e datam a chegada do 
cancro cítrico aos pomares brasileiros em 1957. Esta é uma das doenças mais importantes no 
cultivo de citros, haja visto que sua erradicação e prevenção se dá apenas com a remoção 
completa de plantas contaminadas [2, 3] . 
A atual legislação sobre o cancro cítrico (instrução normativa nº 37) oficializada em 5 
setembro 2016, pelo MAPA e que entrou em vigor a partir do dia 4 de março desse ano, 
permite a presença de plantas com cancro cítrico nos pomares, diferenciando-se das normas 
anteriores na qual havia a obrigatoriedade da a erradicação das plantas doentes.  O que 
permitiu que os produtores não serão mais penalizados devido à presença de plantas com 
cancro cítrico nas propriedades, mas sim caso ocorra a comercialização de frutos com 
sintomas da doença. Os sintomas do cancro cítrico começam com pequenas lesões circulares 
nas folhas que vão se espalhando ao longo do tempo tornando-se proeminente e evidenciando 
pela cancrose característica (Figura 1). Esses sintomas podem ser observados em folhas, 
ramos e frutos [4]. Em condições avançadas, a doença pode acarretar em queda prematura dos 
frutos. A principal característica da doença é a hiperplasia e hipertrofia dos tecidos que 
chegam a romper-se e assim aumentam a disseminação do patógeno [4, 5]. 
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Figura 1 - Perfil do cancro cítrico em hospedeiros. A) Folha de Citrus sinensis (laranja pera) 
infectada com Xanthomonas citri por 14 dias. As manchas amarelas são indicativas do 
desenvolvimento da doença[6] B) O perfil do cancro cítrico em laranja doce (RETIRADO de 
[7]).  
 
1.2 Xanthomonas citri subsp. citri: o agente etiológico do cancro cítrico 
 
Os citros são infectados por patógenos capazes de penetrar e colonizar o tecido do 
hospedeiro. Xanthomonas axonopodis patovar citri 306, renomeada como Xanthomonas citri 
sp. citri (X. citri) [8, 9], é o agente etiológico do cancro cítrico. Dentre as variadas espécies do 
gênero Xanthomonas que causam o cancro, esta é responsável pela cancrose mais severa ou 
tipo A em Citrus sinensis e outras variedades [4]. 
Com relação à morfologia/fisiologia bacteriana, X. citri é uma bactéria gram-negativa 
com flagelo polar, aeróbia quimiotrófica restrita, não fixadora de nitrogênio que utiliza 
açúcares como fonte de carbono [10]. Suas colônias são de aspecto amarelado característico, 
decorrente da produção deum pigmento carotenoide denominado xantomonadina, muito 
utilizado para identificação do gênero Xathomonas [11]  juntamente com a goma xantana, um 
polissacarídeo de importância fundamental para o processo de infecção e patogênese que 
também é utilizado na indústria alimentícia como espessante [12]. Em 2002, da Silva e 
colaboradores sequenciaram o genoma desse patovar, o qual possui mais de 4000 genes e 
pouco mais de 60% do genoma anotado com funções putativas [13]. Este marco trouxe novas 
perspectivas para o entendimento e importância dos grupamentos gênicos nos mecanismos de 
patogênese. Vários genes relacionados à adesão, secreção de proteínas e enzimas de 
degradação da parede celular foram identificados, e vários trabalhos demonstraram a relação 
destes genes com a patogênese. Entender os mecanismos moleculares envolvidos para sucesso 




 A adesão no hospedeiro em superfície é o primeiro passo para formação do biofilme e 
progressão do processo infeccioso. Este o inicia-se com interações físico-químicas não 
específicas, muitas vezes por quimiotaxia  evoluem para que a partir da adesão de células 
bacterianas, ocorra super expressão e liberação dos reguladores. Mediante aumento da 
população bacteriana, moléculas efetoras vão se acumulando e inicia-se a transcrição de genes 
regulatórios para motilidade, virulência e exopolissacarídeos (EPS), obtêm-se a formação do 
biofilme. Há também a comunicação entre bactérias patogênicas para regulação de processos 
metabólicos em alta densidade bacteriana denominado de quorum sensing (QS) [15]. Todos 
os estágios de formação do biofilme como a liberação de genes relacionados com divisão 
celular, remodelamento de parede e tráfego de vesículas, ocorrem em X. citri [16, 17]. Este 
processo, encontrado tanto in vivo quanto in vitro, é essencial para formação de micro-
colônias e formação de estruturas mais complexas dispostas de forma hexagonal separadas 
por uma rede canais [17]. 
 Por conta da rápida difusão de X. citri nos pomares dos mais variados citros, grandes 
investimentos têm sido feitos na tentativa de aumentar o entendimento da fisiopatologia do 
organismo e prevenir sua propagação [5]. Estudos recentes descrevem algumas alternativas 
baseadas em compostos orgânicos para mecanismos de inibição da divisão celular e 
proliferação bacteriana [14, 18], mas nenhuma medida foi efetivada até o presente trabalho.  
 
1.3 A captação de nutrientes e o transporte do tipo ABC (ATP-Binding Cassette 
Transporters) 
 
Para adquirir a quantidade necessária de nutrientes, principalmente para o processo de 
adaptação e manutenção da patogênese e virulência no hospedeiro, as bactérias sentem e 
respondem aos mais diversos ambientes [19, 20]. Diversos grupos de proteínas 
transportadoras mantêm o tênue equilíbrio do transporte através da membrana celular [21]. 
Particularmente, os transportadores do tipo ABC (do inglês ATP-Binding Cassette) são 
sistemas de transporte ativo constituintes de uma das maiores e mais importantes famílias de 
proteínas de membrana distribuídas nos três domínios da vida; arqueas, bactérias e eucariotos 
[22]. Estes sistemas são capazes de reconhecer os mais variados tipos de nutrientes, 
transportar (incorporação/extrusão) diferentes moléculas, efetuar a manutenção do volume 
celular, e também conferir resistências a antibióticos e outras drogas [23].  
Os transportadores do tipo ABC são classicamente separados em dois grandes grupos: 
exportadores e importadores (aparentemente exclusivos de procariotos) (Figura 2). Ambos 
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usam a hidrólise do trifosfato de adenosina (ATP) para o transporte ativo na membrana 
citoplasmática. A estrutura organizacional comum destes transportadores é formada por duas 
permeases que formam o poro de passagem na membrana (Figura 2, laranja e amarelo) e duas 
ATPases que geram energia para o transporte (Figura 2 azul e ciano).  No caso de 
importadores tipo I e II, uma proteína periplasmática adicional é responsável pela captação do 
substrato (Figura 2, em magenta) [23] que pode variar desde pequenas moléculas como íons 
até açúcares e peptídeos. As proteínas periplasmáticas, como também são chamadas em 
bactérias gram-negativas, têm papel fundamental em relação à especificidade e afinidade dos 
substratos que serão transportados [24]. Estas proteínas apresentam, em geral, baixa 
identidade de sequência de aminoácidos mas conservam a estrutura terciária [24, 25]. 
Estruturas tri-dimensionais de diferentes transportadores (exportadores e 
importadores) são disponíveis em alta resolução e múltiplas conformações, o que tem 

















Figura 2 – Super família dos transportadores do tipo ABC em bactérias Todos os grupos 
compartilham os dois domínios ATPases (NBD) (verde e azul) anexados a dois domínios  
transmembrânicos (TMD)  (laranja e amarelo). No tipo I e II dos importadores, há a presença da 
proteína ligadora de substrato (que em bactérias gram-negativas encontram-se no periplasma ou 
externamente, em bactérias gram-positivas) (magenta). Os exportadores só apresentam os domínios 
NBD e TMD assim como os importadores do tipo III. Alguns apresentam domínio regulatório (verde) 
na porção C-terminal (CDR). RETIRADO E ADAPTADO de [33]. 
 
 
Os domínios transmembrana ou permeases são os mais diversificados nos diferentes 
transportadores, apresentando-se com 6 a 20 hélices transmembrana, podendo ser homo- ou 
heterodiméricos. São responsáveis pela interação com ÀS ATPases e sinalização para a 
hidrólise do ATP por meio de uma alfa-hélice citoplasmática, chamada de coupling helix 
(hélice de associação). Por outro lado, as ATPases ou são os componentes mais conservados, 
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com domínios e motivos bem característicos que podem ser usados para a identificação dos 
transportadores em genomas. A sequência LSSGQ, por exemplo, é a assinatura de 
identificação de permeases de transportadores do tipo ABC [23]. 
A relevância funcional dos transportadores ABC na infectividade e patogênese 
bacteriana também têm sido extensivamente estudada uma vez que estes sistemas transportam 
para dentro ou fora da célula uma série de diferentes compostos o que afeta funções 
diversificadas como evasão, resistência ao hospedeiro, fatores de superfície celular e 
excreção, auxílio na captação de nutrientes, entre outros [22]. A compreensão detalhada de 
etapas do transporte e atividade dos transportadores ABC no metabolismo são passos 
preliminares para a utilização dos mesmos como alvos para a terapêutica antimicrobiana, o 
desenvolvimento de vacinas e defensivos agrícolas [22, 37, 38]. A primeira descrição da 
contribuição de um transportador ABC na virulência de um fitopatógeno foi relacionada ao 
transportador de glicose e galactose de Agrobacterium tumefaciens por meio do componente 
periplasmático ChvE, uma proteína que participa da quimiotaxia e indução de genes de 
virulência em resposta aos monossacarídeos que ocorrem na planta [37]. Em relação aos 
transportadores de íons, o papel do transportador de fosfato (sistema PstSUWA) tem sido 
relacionado à capacidade de adesão e crescimento de Streptococcus mutans em superfícies 
abióticas [39], como também relacionado com à infecção e produção de goma xantana em X. 
citri, afetando indiretamente a infecção bacteriana [40, 41], entre muitos outros. 
 
 
1.4 Importância do enxofre em bactérias e X. citri 
 
 O enxofre é o quarto elemento mais abundante do planeta [42] e faz parte da 
composição de inúmeras biomoléculas como cisteina e metionina, co-fatores: S-adenosil 
metionina, CoA, biotina, ácido lipóico, tiamina, clusteres de ferro, metabólitos: penicilina e 
glutationa [43], sendo um elemento essencial para o desenvolvimento de doenças e 
patogênese  [44]. A análise do genoma de diferentes microrganismos tem mostrado que os 
genes envolvidos com a captação de sulfato são conservados, incluindo em X. citri. Na sua 
forma reduzida, o enxofre é usado na biossíntese de metionina e cisteína. Cisteína é 
incorporada em proteínas, coenzimas e outras. Em Escherichia coli, Pseudomonas putida e 
Bacillus subtilis [45], a assimilação do enxofre pode ocorrer pelas vias de captação de sulfato, 
tiosulfato, alcano sulfonatos e sulfonatos alifáticos, compreendendo ao todo 26 genes que 
constituem o regulon cys. Este regulon inclui os genes codificadores de três transportadores 
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ABC com as respectivas enzimas de óxido-redução dos substratos. Ainda, o transportador 
ABC de sulfato e a via de redução do íon a sulfito (genes cysCDNHIJKMG), tem sido 
amplamente estudados em outras bactérias [46, 47] e apontados como potencial alvos para 
desenho de drogas em microrganismos e protozoários [48-50], uma vez que são 
comprovadamente envolvidos no crescimento e patogênese [44, 51-54]. Sassetti e 
colaboradores [55] demostraram que os genes da via de assimilação de compostos sulfonados 
são essenciais para o desenvolvimento de espécies do gênero Mycobacterium. Uma linhagem 
mutante de M. tuberculosis que possui deletado o gene correspondente à proteína ligadora de 
sulfato (subI; 30.8% de identidade com o órtologo de X. citri), não cresce em meio mínimo e 
apresenta crescimento altamente reduzido em meio rico [56]. 
 
1.5  Os sistemas de transporte de sulfato e sulfonatos identificados em X. citri  
 
 Conforme evidenciado para E. coli, nosso grupo demonstrou que X. citri apresenta 
,pela primeira vez, a grande maioria dos genes putativos relacionados ao regulon cys (Figura 
3) [57]. O artigo completo, contendo toda metodologia e discussão encontra-se no ANEXO1.  
 
 
Figura 3 - Esquema geral dos genes do regulon cys de E. coli e ortólogos previstos identificados 
no genoma de X. citri. (A) Genes do regulon cys de E. coli. (B) Possíveis ortólogos encontrados em 
X. citri. Caixas verdes indicam os genes da via de captação e assimilação de sulfato (SO42+), sistema 
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de captação responsável pela ligação e redução de sulfato a sulfito. Linhas da mesma cor nas caixas de 
X. citri (em vermelho, verde e preto) representam genes que possivelmente pertencem ao mesmo 
operon. CysP, identificado apenas em E. coli, é o componente periplasmático de captação de 
tiossulfato que utiliza o mesmo transportador de sulfato. Caixas azul claro indicam os genes que são 
descritos para o transporte e assimilação de alcano sulfonatos. Com base na identidade de sequência e 
de modelagem molecular, o transportador de taurina e TauD da via de E. coli (mostrados em cinza) 
não foram identificados em X. citri, mas parecem ser substituídos por outros homólogos putativos dos 
sistemas de captação de alcano sulfonatos ou sulfonatos alifáticos e enzimas óxido-reduotoras (SsuD1 
e SlfA, respectivamente) (mostrado em azul escuro). As caixas vermelhas mostram os genes 
regulatórios, cysB e cbl. Todos os genes são identificados pelo seu código KEGG e quando presente, o 
nome da proteína putativa. P: espaço periplasmático, IM: membrana interna, C: citoplasma 
(RETIRADO de Pereira et al., 2015).  
 
  Brevemente, fazem parte deste regulon osresponsáveis pela codificação do 
transportador ABC de sulfato SbpCysAUW, altamente conservado. Uma vez que a captação 
de sulfato seria finalizada, as proteínas CysNCDH teriam como função reduzirem-no para 
sulfito, e em seguida, o complexo CysGIJ reduziria o ion para sulfeto. Adicionalmente, ainda 
foram identificados dois outros sistemas do tipo ABC associados ao transporte de 
alcanosulfonatos: os sistemas SsuABCD(1) e SsuABCDE(2). Análises de bioinformática e a 
resolução da estrutura da proteína SsuA2 na presença de diferentes alcanosulfonatos [6] 
revelaram que SsuABCD(2) seria o transportador ortólogo do sistema SsuABC de E. coli, 
responsável pela captação e transporte de alcanosulfonatos. Por outro lado, o segundo sistema 
codificado pelos genes ssuABC(1) não mostrou nenhuma similaridade com o transportador de 
taurina, incluindo as análises do bolsão de ligação.  Mais recentemente, Sampaio e 
colaboradores (2017), em estudos do sistema de transporte do tipo ABC NrtTBCA, 
putativamente relacionado ao transporte de nitrato, mostrou que a proteína ligadora NrtT seria 
outra ligadora de alcano sulfonatos, com capacidade de ligar taurina e MOPS. 
Interessantemente, a deleção do gene nrtT induziu um fenótipo do cancro atenuado, muito 
similar ao observado no mutante de ssuA2. Ambos os mutantes mostraram a diminuição da 
produção de goma xantana [6, 58]. Com este sistema adicional, X. citri teria ao menos 3 
sistemas dedicados à captação de alcano sulfonatos, indicando fortemente a relevância destes 
compostos para a bactéria. De fato, a transcrição da maioria dos genes envolvidos nos 
sistemas de transporte mencionados e das enzimas associadas foi mostrada em condições que 
simulam as condições de infecção na planta (Figura 4).  Ainda, em mutantes de X. citri 
portadores de deleção nos genes correspondentes às proteínas ligadoras periplasmáticas de 
alcano sulfonatos, nosso grupo demonstrou que tais sistemas são importantes em vários 
processos celulares como produção de goma xantana, adesão, formação de biofilme, infecção 
em Citrus sinensis e desenvolvimento do cancro cítrico [6, 58]. 
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 A comparação estrutural das proteínas ligadoras periplasmáticas SsuA1, SsuA2,  e 
Sbp, baseada nas estruturas disponíveis, modelagem molecular e na análise de sequências, 
tem mostrado que os bolsões de SsuA1, SsuA2 e NrtT somente conservam o sítio de atração e 
possível interação com o sulfato dos alcano sulfonatos, mas diferenciam-se largamente no 
restante, indicando diferentes ligantes. Para completar a lista das proteínas que pertenceriam 
ao regulon cys, em X. citri, ainda foi identificado o gene cysB que em E. coli codifica um 
ativador transcricional do tipo LysR [59]. A proteína CysB é a reguladora para a assimilação 
de enxofre enquanto outra proteína, Cbl, funciona como um elemento acessório específico 
para a utilização de enxofre a partir de fontes organoenxofres, ativando a expressão dos genes 
tau e ssu, porém essa última não foi identificada no genoma de X.citri, sugerindo assim a 
regulação do cys regulon apenas por CysB [57]. 
   
 
Figura 4. Análises de RT-PCR dos genes codificadores dos transportadores dedicados ao 
transporte de compostos sulfonatos e enzimas associadas. (A) Genes pertencentes a via de 
transporte e assimilação de sulfato do regulon cys; (B) genes dos operons ssu1 e (C) ssu2 dos 
transportadores e enzimas de sulfonatos. O RNA total foi extraído de células crescidas em meio LB e 
XAM1 durante a fase exponencial de cultivo. gDNA: DNA genomic (100 ng); cDNA: DNA 
complementar (200 ng); RNA: controle negativo. Genes são descritos de acordo com o número 
seguido pelo nome como evidenciado pelo banco de dados KEGG. (*) proteínas identificadas em 
análises de proteoma [26]. Como controle é mostrado o fragmento de 271 bp do 16S rRNA. A seta 




Com base nestas análises prévias e nas muitas questões levantadas sobre a 
funcionalidade dos sistemas mencionados, o objetivo deste trabalho  é caracterizar o papel 





 Caracterização funcional e estrutural das proteínas envolvidas no transporte de sulfato 
em X. citri com ênfase nos transportadores do tipo ABC e sua relação com o crescimento 
bacteriano, formação de processos infecciosos e patogênese bacteriana. 
   
 Para alcançarmos os objetivos gerais, objetivos específicos foram divididos em:  
 
Análises Funcionais: 
• Construção de um mutante de X. citri portador de deleção de um gene ou mais genes 
do transportador; 
• Infecção de folhas de Citrus sinensis com as linhagens mutantes e selvagem para 
avaliação do crescimento, infecção e indução do fenótipo do cancro cítrico; 
• Avaliação da importância da deleção dos componentes do transportador na produção 
de goma xantana e formação de biofilme;  
 
Análises Estruturais: 
• Caracterização estrutural e funcional das proteínas do transportador do Tipo ABC: 
Sbp, permeases CysU e CysW e ATPase CysA por meio de produção de proteínas 
heterólogas em E. coli;  
• Purificação das proteínas por técnicas cromatográficas; 
• Ensaios biofísicos de Dicroísmos circular, fluorescência, calorimetria, para 
caracterização das proteínas; 
• Testes de cristalização e subsequente determinação da estrutura tridimensional da 




3. MATERIAIS E MÉTODOS  
3.1 Identificação das proteínas alvo no genoma bacteriano  
 
Todas as sequências de nucleotídeos e de aminoácidos das proteínas de interesse neste 
trabalho foram obtidas no National Center for Biotechnology Information (NCBI, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A busca por ortólogos das proteínas e sequências foi feita com 
o programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e KEGG2, do Instituto Central de 
Bioinformática para investigação em Química da Universidade de Kyoto (www.genome.jp). 
Todas estão identificadas na Tabela 01 abaixo. 
 
Tabela 1 - Características dos genes e respectivas proteínas da via de captação de sulfato de X. 




3.2 Extração de DNA genômico bacteriano 
 
O DNA genômico de X. citri foi extraído com kit comercial Wizard  Genomic DNA 
Purification (Promega – USA) para bactérias gram-negativas, conforme instruções do 
fabricante. 
 
3.3 Amplificação dos genes de interesse dos transportadores de sulfato 
 
Para amplificação dos genes de interesse, os oligonucleotídeos inicial e final foram 
desenhados a partir das sequências gênicas disponibilizadas no NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Às sequências foram adicionadas sítios de restrição para sub-
clonagem em vários vetores de expressão, conforme estratégia utilizada para cada gene. 
Todos os oligonucleotídeos/iniciadores usados neste trabalho estão apresentados na Tabela 2. 
As reações de amplificação padrão para Reação em cadeia da polimerase (Polymerase chain 
reaction - PCR) estão descritas na Tabela 3. Os resultados foram visualizados por meio de 
eletroforese em  gel de agarose 0,8% com Gel Red (Biotium – USA) e sistema de 
fotodocumentação UVP. Após confirmação do êxito da reação, as bandas do gel foram 
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extraídas e purificadas com Kit de purificação de PCR ou Gel Extraction (Qiagen), ambos 
seguindo as instruções do fabricante. 
 
Tabela 02 – Lista dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados nesse trabalho e fragmentos 
amplificados.  





cysuwa_XhoI_PET28A_R GTAGTACTCGAGTTACGCGGGAAATATCCCGTACTGCCGTGCTG   





R_F2R2Δsbp_BamHI ATCGGATCCTCATACGGGCCTGCGTTGATAGCGC  











F_F1R1Δ cysu_HindIII AAGCTTAACGATCACGGTGGCATACCAC 
pNPTS138 
R_F1R1Δ cysu_NdeI CATATGTGCAACCGACATCGACATCG 
F_F2R2Δ cysu_NdeI CATATGCGCTATCAACGCAGGCCCGTATG 
pNPTS138 
R_F2R2Δ cysu_BamHI GGATCCTCGTCGCCGAACAGCACCTGC 
F_F1R1Δ cysuw_HindIII AAGCTTAACGATCACGGTGGCATACCA 
pNPTS138 
R_F1R1Δ cysuw_NcoI CATATGTGCAACCGACATCGACATCGC 
F_F2R2Δ cysuw_NcoI CATATGCGCTATCAACGCAGGCCCGTATG  
pNPTS138 
R_F2R2Δ cysuw_BamHI GATCCATATGCCAACAAGTAAGCGATGTCGATGTCGGTTGC 
F_cysA_pET28a_BamHI  GTGTGGGATCCGTGACCATGGGCATCCGCATTCAC 
pET28a 
R_cysA_pET28a_XhoI GTGCTCGAGTTACGCGGGAAATATCCCGTACTG 




  GCCGAATTCCCGTGACCATGGGCATCCGC 
pACYC 




















Tabela 03 – Reação de amplificação (PCR) padrão  para X. citri  
 
Reagentes Volume 
DNA Genômico/ 100ng 1 uL 
Tampão 10x 5 uL 
Cloreto de Magnésio/50mM 1 uL 
DNTP mix/ 10mM 1-2 uL 
Primer F 10uM 2 uL 
Primer R 10uM 2 uL 
DMSO 100% 2,5 uL 
Taq Dna Polimerase / 5U/uL 0,5 uL 
H2O Milliq Q.S.P 50 µL 
Reação Final 50 uL 
 
 
3.4  Ligação no vetor de clonagem pGem® T-Easy 
Após o produto da PCR ser purificado e ter sua quantidade estimada em 
espectofotômetro Nanodrop (Thermo Scientific- USA), seguiu-se a reação de ligação 
conforme instruções do fabricante. A reação foi realizada a 4°C durante 18 horas.  
 
3.5 Transformação de células de E. coli termocompetentes e confirmação de clonagem 
  
As células de E. coli DH5α termocompetentes contendo pGEM+fragmento de PCR 
foram transformadas segundo Sambrook e colaboradores (2001). As colônias crescidas em 
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placa de meio LB com ampicilina após 18 horas de incubação tiveram seus DNAs plasmidiais 
extraídos e analisados quanto à presença do inserto através de clivagem com enzimas de 
restrição específicas. As reações foram realizadas de acordo com instruções dos fabricantes 
das enzimas Fast Digest (Thermo Scientific - USA). As clonagens foram confirmadas por 
meio de eletroforese em gel de de agarose a 0,8 % e as amostras positivas após a análise de 
restrição,foram sequenciadas no Laboratório de Sequenciamento de DNA do LNBio 
(CNPEM, Campinas) ou do Centro de Estudos de Genoma Humano na Universidade de São 
Paulo (USP, São Paulo).. 
Devido às inúmeras tentativas de expressão dos componentes de membrana do 
transportador e ATPase, sem sucesso, solicitamos a clonagem dos respectivos genes 
utilizando o codon usage para E. coli. As construções foram realizadas pela empresa GeOne 
(Brasil-Br) em vetor pBLUEScript. Todas as etapas de sub-clonagem são apresentadas na 
etapa seguinte. 
 
3.6 Sub-clonagem no vetor de Expressão de interesse  
 
Para a sub-clonagem nos vetores de expressão pET28a, pETDuet, pBAD24 e pKLC1 
os insertos dos alvos deste trabalho foram clivados do pGEM-TEasy ou pBLUESCRIPT 
utilizando as respectivas enzimas de restrição (Tabela 2). Como padrão, para a clivagem dos 
vetores de expressão e dos fragmentos em pGEM-Teasy foram utilizados 2 µg do vetor, 1 µg 
do inserto, 10 unidades de cada enzima do sítio de clonagem e tampão específico para 
enzimas. As reações foram mantidas em banho seco a 37°C por 2 horas. Após análise em gel 
de agarose 0,8 % os insertos e os vetores foram purificados de acordo as instruções do Kit Gel 
Exctraction (Qiagen – USA). A ligação dos insertos no vetores de expressão digeridos foi 
feita utilizando a proporção 2:1 (inserto:vetor), 5 unidades/µL da enzima T4 DNA ligase 
(Thermo Scientific  – USA), e 1 mM ATP (Sigma-USA) em tampão específico da enzima a 
16°C. A confirmação das construções foi realizada por sequenciamento automático no 
Laboratório de Sequenciamento de DNA do LNBio ou do Centro de Estudos de Genoma 
Humano na Universidade de São Paulo. 
 
3.7 Produção das proteínas recombinantes para ensaios funcionais e estruturais 
 




  Cepas de E. coli BL21 (DE3) foram transformadas com o vetor pET28a contendo o 
gene sbp previamente obtido no projeto de mestrado e submetidas à expressão segundo 
Pereira (2013). Resumidamente, a expressão da proteína foi realizada em meio LB, 200 rpm 
de agitação, indução com 0.1 mM de IPTG por 2 horas a 37°C. A extração das proteínas da 
fração solúvel foi realizada com 10 mM de Tris-HCl pH 8,0, 1% triton X-100 e 50 mM de 
NaCl. As amostras foram sonicadas por 5 min com intervalos de 30 segundos e centrifugadas 
por 40 minutos a 4 °C em 21.700 g. A purificação das proteínas a partir dos extratos solúveis 
foi realizada por dois passos de cromatografia. Primeiramente, foi realizada a cromatografia 
de afinidade a metal imobilizado em coluna Histrap (GE, Califórnia, CA, USA) de 5 mL no 
aparelho AKTA Purifier (GE). A eluição das proteínas foi realizada em gradiente de imidazol 
de 0 mM a 1 M acompanhado de Tris-HCl 10 mM pH 8,0 e 500 mM de NaCl 500. Em 
seguida, foi realizada cromatografia de exclusão molecular em coluna Hi Load  Superdex 
16/600 200 (GE). O tampão padrão para corrida foi 10 mM de Tris-HCl pH 8,0 e 50 mM 
NaCl. Todas as etapas de expressão e purificação foram analisadas por meio de SDS-PAGE 
12% e a concentração das amostras estimadas em espectofotometro NanoDrop (Thermo). 
 
3.8 Ensaios de cristalização e refinamento da proteína Sbp, coleta e processamento dos 
dados dos cristais  
 
 Foram testados seis kits iniciais comerciais disponíveis no laboratório de cristalização 
do LNBio. As placas de 96 poços foram montadas pelo robô HoneyBee (Formula Matrix, 
USA). Gotas contendo 1 µL da solução do poço foram equilibradas contra 1 µL da solução do 
poço por difusão de vapor usando-se método da gota sentada (sitting drop) e incubadas a 
18°C. A visualização dos cristais foi feita por meio de lupa e a partir de fotos tiradas polo 
robô Rock Imager (Formula Matrix) que também fotografa com zoom e com emissão de luz 
UV. A incidência de luz UV permite diferenciar cristais de proteína dos cristais de sais. Após 
a obtenção dos resultados nas condições iniciais, os refinamentos foram realizados variando a 
concentração de precipitante, de sal e pH das condições iniciais que apresentaram resultados 
promissores. Essas condições foram produzidas e pipetadas pelo HoneyBee (Robolab, LNBio, 
na proporção de 1:1 (proteína:solução do poço).  
Após obtenção de cristais, os dados cristalográficos da proteína Sbp foram coletados 
na linha MX2 do Laboratório Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em comprimento de onda 
ajustado em 1,743 Å. O detector usado foi o PILATUS 2M e a coleta foi realizada com 
oscilação de  = 0,5o. Os cristais foram mantidos num fluxo de nitrogênio a 110 K para 
minimizar os danos da radiação. Soluções crioprotetoras como PEG400 e glicerol em várias 
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concentrações foram testadas para evitar o congelamento dos cristais. A distância entre o 
cristal e o detector foi de 200 mm. 
Devido à baixa resolução dos cristais na linha brasileira, cuja melhor resolução foi de 
3.2 Å, a proteína foi cristalizada novamente no Departamento de Bioquímica da Universidade 
de Cambridge na concentração de 8,9 mg/mL,(padrão utilizado nos ensaios de cristalização) . 
Utilizando-se do robô Oryx6 (Douglas Instruments - USA)  para triagem de kits comerciais da 
Universidade, novos cristais foram obtidos em 0.2 M de sulfato de potássio e 20% (w/v) 
PEG3350 como solução crio protetora. Os mesmos foram gentilmente difratados pelo Prof. 
Marko Hyvonen na linha I02 do Diamond Light Source, Oxfordshire, Reino Unido utilizando 
o detector Pilatus 6M.  
 
3.9 Análises dos dados, substituição molecular e refinamento da estrutura da Sbp de X. 
citri 
 
As reflexões das imagens de menor resolução foram indexadas e integradas utilizando 
o programa XDS [60] e escalonadas com o programa AIMLESS [61]. A primeira molécula de 
Sbp foi identificada por substituição molecular com o programa MOLREP [62] utilizando um 
modelo criado no CHAINSAW a partir das coordenadas estruturais do ortólogo de 
Salmonella thyphimurium (PDB: 1SBP) [63] e a sequência da proteína Sbp de X. citri. O 
refinamento da estrutura foi feito utilizando os programas REFMAC5 [64] e Coot  [61].  
 
3.10 Titulação calorimétrica isotérmica (ITC) da proteína Sbp na presença do ligante 
 
Para os experimentos de ITC foram realizados vários testes preliminares de otimização 
da concentração ideal da proteína Sbp, estabelecida a 50 µM, titulada com 300 µL de sulfato 
de magnésio (200 µM). Os ensaios foram realizados a 15°C usando o equipamento VP-ITC  
2000 microcal no Laboratório de Calorimetria e Espectroscopia do LNBio e posterormente na 
Universidade de Groningen com o equipamento VP-ITC 200 microcal. Ligante e proteína 
foram mantidos no mesmo tampão de 10 mM de Tris-HCl pH 8.0 e 50 mM de NaCl. 
Primeiramente, realizou-se experimento de titulação do tampão para averiguar possíveis 
trocas de calor. A titulação foi feita com 27 injeções de ligante, sendo a primeira de 1 µL 
(0.66 µM) e as demais de 3 µL (2 µM) para as titulações realizadas no ITC2000. Para os 
ensaios no ITC200, a concentração máxima utilizada para proteina foi de 170 µM  seguindo o 
mesmo padrão de injeções do equipamento anterior. 
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3.11 Fluorescência intrínseca de triptofanos  
  
Os ensaios de fluorimetria foram monitorados no fluorímetro Multrifrequency Phase 
Fluorimeter do Laboratório de Espectroscopia e Calorimetria do LNBio. As bandas de 
excitação e emissão foram de 4 e 8 nm, respectivamente. As cubetas utilizadas tinham 
caminho optico de  1x1 cm e a temperatura controlada por termostato. A Fluorescência foi 
medida no comprimento de onda de 295 nm (para detecção ambos aminoácidos:  triptofanos e 
tirosinas). O espectro de emissão no intervalo de 300 a 450 nm. Todas as medidas foram 
realizadas no tampão 10 mM de Tris-HCl pH 8.0 a 15ºC. A concentração de proteína foi de 1 
μM. A titulação do sulfato de sódio foi realizada com variação de 0,1 μM a 10 μM e os 
espectros registrados nas mesmas condições. Dados de fluorescência foram corrigidos pela 
diluição e efeitos de filtro interno [65]. Os dados foram corrigidos utilizando a equação 
hiperbólica usando regressão linear dos mínimos quadrados. Para obtenção do n e constante 
de ligação (binding constant Kb)  foi utilizada a equação I 
 [66]. Como controle negativo foi titulado sulfato de 
molibdato sob mesmas condições. Foram realizados três experimentos independentes. 
 
3.12 Testes para produção dos domínios ATPase e transmembranicos do transportador 
ABC a partir de diferentes construções 
 
 Várias cepas de E. coli foram testadas sob diferentes condições de aeração, 
temperatura e concentração de agente indutor (IPTG) conforme descrito a seguir.  
• Cepas Testadas: E. coli Tuner ®,  E. coli BL21 (DE3), E. coli BL21 (DE3) C41, E. 
coli BL21 (DE3) C43, E. coli ROSSETTA2 (DE3), E. coli LEMO21 (DE3). 
• Temperaturas testadas: 37ºC, 30ºC e 18ºC 
• Concentração do agente indutor (IPTG):  0.1 mM, 0.4 mM e 1 mM 
• Aeração: 25% e 50% * (com aumento de escala) 
 
3.13 Avaliação do crescimento das linhagens selvagem e mutantes de X. citri em 
diferentes meios de cultivo 
 
Células de X. citri foram crescidas em meio LB (Luria Bertani) sem sal 
(10%Tripotona; 5% Extrato de Levedura) com antibiótico ampicilina (100 μg/mL) por 
aproximadamente 24 horas. As culturas foram centrifugadas, lavadas em água tipo MilliQ 
estéril e inoculadas em meio LB sem sal e meio XAM1 (3,8 mM de sulfatos), que mimetiza o 
ambiente da folha. O meio XAM1 é preparado conforme [41, 67] . Este é composto de duas 
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etapaas. A primeira etapa é a produção da Solução 1 que contém por litro 5 g de sulfato de 
amônio, 22,5 g  de fosfato de potássio monoácido e 52,5 g de fosfato de potássio diácido, 2,5 
g de citrato de sódio. A solução 1 foi autoclavada a 121ºC por 15 minutos e reservada. Na 
hora da montagem do meio foi adicionado: 1M de Sulfato de magnésio; 36% (m/v) de frutose, 
68 % (m/v) de sacarose, 30% (m/v) de casaminoácidos e 10% (m/v) de albumina. A solução 
de albumina foi filtrada e as demais autoclaves e misturadas apenas na hora cultivo da 
bactéria.  As culturas foram crescidas durante 48 horas a 30 oC com 200 rpm de agitação. As 
amostras foram normalizadas para 104 UFC/mL sendo cada cultura transferida para tubo de 
micro centrifuga a 11.000 g por 2 minutos. 
 
3.14 Extração de extratos de proteínas totais de X. citri 
 
As células provenientes dos vários meios de cultura foram ressuspensas em 10 mM de 
tampão Tris-HCl pH 8,0 e 5 mM EDTA, aquecidas a 70ºC por 30 minutos e submetidas à 
sonicação por 1 minuto com pulsos e intervalos de 15 segundos na amplitude de 20%. O 
extrato foi centrifugado a 21.000 g por 30 minutos. A concentração das proteínas totais foi 
realizada pelo método de Bradford (1976) [68].  
 
3.15 Western blot para identificação de proteínas recombinantes  
 
Para a verificação/confirmação da presença das proteínas recombinantes em diferentes 
amostras utilizamos o anticorpo Anti-His (GE). Após realização do SDS-PAGE, as proteínas 
foram transferidas para uma membrana de PVDF em em cuba de transferência (Biorad - 
USA), na corrente de 100 V e tempo de transferência de 27 minutos. Para bloqueio da 
membrana de PVDF (Hybond C – Amersham Pharmacia Biotech AB) foi usado 5% de 
albumina em tampão TBS pH 7,4 + 0,05% de Tween (TBST)  16 horas ou  a 4°C ou a 
temperatura ambiente por 1 hora. Após o bloqueio, a membrana foi lavada com TBST três 
vezes para a adição do anticorpo (anti-sbp) na titulação mínima de 1:3.000. O tempo de 
incubação foi de 1 hora. A membrana foi lavada três vezes com tampão TBST e o segundo 
anticorpo, conjugado anti-IgG-fosfatase (camundongo) (Sigma- USA), foi adicionado na 
diluição de 1:30.000 μl, incubado por 1 hora, seguido de três lavagens com TBST. Após este 
procedimento a membrana foi revelada com a adição da solução reveladora, que apresenta 
substratos da fosfatase alcalina (100 mM Tris-HCl pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 
0.02% BCIP e 0.03% NBT) (Sigma – USA) por até uma hora. Para parar a reação foi 
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adicionada a solução de 5 mM EDTA em água tipo MilliQ.  
 
3.16 Produção de bactérias mutantes não polares utilizando o vetor suicida pNPTS138 
 
Para estratégia de mutação, o desenho dos oligonucleotídeos iniciadores e a 
construção dos mutantes Xac::cysU e Xac::cysUW foram realizadas em colaboração com o 
Dr. Celso Benedetti do Laboratório Nacional de Biociências (LNBIO/CNPEM). 
Primeiramente, o gene cysU foi o alvo escolhido por romper o complexo formador do poro. 
Na segunda tentativa, foi realizada a deleção de ambos os genes que formam o domínio 
transmembrana do transportador (cysU e cysW). Para ambas construções, foi utilizado o vetor 
suicida pNPTS138 [69] que apresenta a capacidade de realizar transferência de genes por 
conjugação em bactérias. Esse plasmídeo contem, resistência à canamicina para seleção das 
colônias  e gene sacB de levedura para seleção nos eventos de recombinação homóloga. 
Resumidamente, no primeiro evento de recombinação homóloga, após a incorporação 
doplasmídeo, o produto gênico de sacB, a enzima levansucrase converte a sacarose presente 
no meio em um produto tóxico para célula impedindo o crescimento da mesma [69]. 
 Foram realizadas uma série de amplificações das regiões de interesse com 
aproximadamente 1200 bp do gene à montante (denominada F1R1) e à jusante (denominada 
F2R2) para cada construção. A metodologia utilizada para produção da bactéria nocaute está 
descrita e adaptada de Andrade e colaboradores [70]. A reação de amplificação está descrita 
na Tabela 3 e os oligos utilizados na construção do mutante estão na Tabela 02. 
 
3.17 Preparação e transformação de células eletrocompetentes de X. citri  
 
Células de X. citri foram crescidas em meio LB durante 18 horas a 30ºC e 200 rpm até 
atingirem a absorbância (600nm) de 0.5. As mesmas foram coletadas por centrifugação por 10 
minutos 4000 g a 4ºC. Todas as células foram lavadas em ambiente estéril com água 
desmineralizada por três vezes e ressuspendidas em glicerol estéril 10% seguidas de 
congelamento a -80ºC. De posse do vetor suicida contento as regiões flanqueadoras de 
interesse, células de X. citri foram adicionadas de 300-450 ng de vetor e eletroporadas no 
equipamento Gene Pulser (BIO-RAD) na voltagem de 2.5 KV. As células foram 
imediatamente recuperadas em meio LB sem sal por 4 horas a 30 ºC, 200 rpm e plaqueadas 




3.18 Produção dos mutantes não polares por recombinação homóloga   
 
De posse das cepas de X. citri portadoras do vetor suicida, iniciaram-se as tentativas de 
obtenção dos eventos de recombinação homóloga para deleção dos genes de interesse 
conforme Andrade e colaboradores [70]. A Figura 5 apresenta um esquema do processo 
realizado. no primeiro evento de recombinação as colônias resistentes à canimicina e sensíveis 
à sacarose foram selecionadas e crescidas por 20 horas em meio liquido sem antibióticos. Foi 
realizada a diluição seriada da cultura para até 10-4 u.f.c./mL e plaqueamento em meio sólido 
contendo de 3 a 5% de sacarose. Após 48 horas as placas foram novamente repicadas. Após o 
mesmo período, as colônias que apresentavam sensibilidade à canamicina e resistência à 
sacarose foram selecionadas para confirmação da deleção por meio da reação em cadeia da 
polimerase com iniciadores específicos para cada mutação (Tabela 2). As colônias portadoras 
da deleção foram sequenciadas no Laboratório de Sequenciamento do LNBio. 
 
Figura 5 – Esquema geral do processo de obtenção dos mutantes de X. citri a partir de eventos 
de recombinação homóloga e seleção utilizados nesse trabalho.  
 
3.19 Análise de sobrevivência e infectividade dos mutantes de X. citri 
 




As curvas de crescimento para as cepas selvagem e mutante foram realizadas em meio 
LB ON e em meio Mínimo M9 [71] conforme descrito no item 3.13.1. A absorbância a 600 
nm foi monitorada durante 48 horas. Três amostras biológicas foram obtidas.   
 
3.19.2 Avaliação do desenvolvimento do fenótipo do cancro cítrico em folhas de Citrus 
sinensis após infecção com X. citri e mutante Xac::cysU utilizando o método de injeção 
  
  As curvas de crescimento da X. citri selvagem e mutante in vivo em plantas de C. 
sinensis ou laranja doce foram realizadas de acordo com o protocolo utilizado por Cernadas e 
colaboradores (2008). As bactérias foram crescidas a 30°C em meio LB sólido com os 
devidos antibióticos, durante 24 horas. Após o crescimento, as células de X. citri e Xac::cysU 
foram recuperadas com espátula, lavadas e ajustadas para a concentração final de 104 
u.f.c./mL e 106 u.f.c./mL, respectivamente. Com a finalidade de avaliar o efeito da  mutação, 
três mutantes independentes de Xac::cysU, neste trabalho foram  nomeados como M1, M5 e 
M8, foram utilizados para infecção nas cinco variedades de Citrus sinensis: Natal, Pêra, 
Sorocaba, Valência e Tahiti. As imagens para análise da cancrose foram obtidas após 10 dias 
de infecção em lupa com aumento de 10X . 
 
3.19.3 Avaliação do desenvolvimento do fenótipo do cancro cítrico em folhas de Citrus 
sinensis após infecção com X. citri e mutante Xac::cysU utilizando o método de 
perfuração por agulha (pinprink). 
 
 As linhagens selvagem e mutante foram crescidas em meio LBON suplementado com 
100 mg/L de ampicilina por 48 h a 28oC. Colônias isoladas das bactérias foram ressuspensas 
em água estéril, de forma que a densidade óptica a 600 nm fosse de 0.1. As suspensões 
bacterianas foram usadas para infecção usando o método pinprick de inoculação. As pústulas 
de cancro foram fotografadas após 11 dias de infecção no “stereomicroscope” Zeiss 
Discovery e as áreas de lesão medidas com o sistema ImageJ.  
 
3.19.4 Ensaios de quantificação da produção de goma xantana 
 
Este ensaio avaliou a quantidade de goma produzida pelas bactérias X. citri e 
Xac::cysU a partir da medida de peso seco de goma produzida pelas mesmas sobre o número 
de células. As linhagens selvagem e mutante foram crescidas em meio LB sem sal com os 
devidos antibióticos a 30°C por 16 horas com 200 rpm de agitação. Após o crescimento, as 
culturas foram diluídas em água estéril até atingir absorbância em 600 nm de 0.1 para o 
37 
 
mutante e 0.15 para a linhagem selvagem. Cada 3 mL foram usados para inocular 100 mL de 
meio LB com os devidos antibióticos. A amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, 4°C por 
5 minutos. Os precipitados foram ressuspendidos em 100 mL de cloreto de potássio 2% e 200 
mL de etanol e, em seguida, centrifugados a 3800 g, 4°C por 20 minutos. Os sobrenadantes 
foram transferidos para tubos tipo falcons e submetidos à liofilização por 18 horas. A goma 
liofilizada foi pesada para comparação de peso entre as linhagens selvagem e mutante 
segundo Vojnov e colaboradores, 1998 [72]. Três amostras independentes foram obtidas. 
 
3.19.5 Extração de pigmentos totais para quantificação do pigmento xantomonadina 
 
Para a extração da xantomonadina foi realizado o protocolo descrito por Starr e  
Sthephens [73], no qual 50 mL de metanol 100% são adicionados a 1 g de bactérias para 
aquecimento a 90ºC por 10 minutos. A presença de xantomonadina foi monitorada pela 
varredura da absorbância na região de 401 a 500 nm em intervalos de 3 nm. O espectro 
característico de absorção para o pigmento de xantomonadina é um pico a aproximadamente 
445 nm e ondulações em 425 e 470 nm. 
 
3.20 Extração de RNA e construção de cDNA a partir de linhagens de X. citri selvagem 
 
Células provenientes de culturas bacterianas crescidas conforme descrito em 3.13.1 
foram submetidas à extração do RNA com o conjunto de reagentes "SV Total RNA Isolation 
System" (Promega, Madison, MA, USA), seguindo as instruções do fabricante. Após a 
obtenção do RNA purificado, fragmentos de cDNA foram amplificados com transcriptase 
reversa e oligos (dT)15 presentes no kit GoScript™ Reverse Transcription System (Promega), 
também seguindo as instruções do fabricante.  
 
3.21 Monitoramento da expressão dos genes putativamente envolvidos na captação de 
sulfatos em X. citri 
 
 Para avaliarmos se houve expressão dos genes putativamente envolvidos na captação 
de sulfatos em X. citri foi realizado  RT-PCR a partir do cDNA obtido na etapa anterior. Os 
iniciadores para essa etapa foram desenhados pelo programa primer Design 
(ThermoScientific- USA), o qual otimiza produtos de amplificação com 50 a 100 pares de 
base e com apenas um sítio de anelamento no genoma bacteriano. Alíquotas de 1 µL do 
cDNA e de RNA extraídos foram utilizadas respectivamente como molde e controle negativo 
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da reação. Os genes endógenos proB, gyrB e 16s foram utilizados como controles positivos. A 
reação foi utilizada conforme tabela 4. 
 
Tabela 4. Iniciadores desenhados pelo programa Primer Design 2.0 para 
identificação/monitoramento da expressão dos genes de X. citri envolvidos com a captação de 
sulfatos. (*) nome atribuído ao transportador de íons de Rhodobacter  capsulatus.  
Oligonucleotídio Sequência Gene 
F_proB_103F 5’ GGATTCCTATCGCGAATTCCT 3’ Endógeno 
R_proB-206R 5’ TGTAGCTGGAAATCGGGAACA 3’ proB 
F_xac1018_758F 5’  GGCGCGACTGCCATTG 3’ 
cysU 
R_xac1018-818R 5’ TGACCACCAACAAGATCACGAA 3’ 
F_XAC1019-552F 5’ CGACCACGTTCGTAACCTTTC 3’ 
cysW 
R_XAC1019-616R 5’ GCCCTGCTGCTCCATCAA 3’ 
F_xac3304_654F 5’ TCGAAGAAGAACGCCTGATCA 3’ sacI 
R_xac3304_725R 5’ CATAGGTCTTGGCGAAATAGCTTT 3’ (perO)* 
F_xac0004_108F 5’ TATATCGGCGACGTCCATGA 3’  Endógeno 
R_xac0004_193R 5’ CCGGCAAGGGCTTCGT 3’ gyrB 
F_xac0766_545F 5’ AGCGCCCGGCAGTGA 3’  Endógeno 
R_xac0766_601R 5’ CGTCGAGCACGGTTTCG 3’ 16S 
F_xac0613_339F 5’ GATGCGCTTTGTCAGCAGTTC 3’ ypaR 
R_xac0613_411R 5’ TTGCGCTGCGAAGATGAG 3’ (sulP)** 
F_xac1581_590F 5’ TTCTGCCGGGTGCATTG 3’ ychM 
R_xac1581_657R 5’ GACATTCAAGCCCTGCAACTG 3’ (sulP)** 
F_xac3339_98F 5’ TGTCCAAGCAGCTCAAGCA 3’ cysB 
F_xac3339_158R 5’ CCCTTGCGCACGAACA 3’ 
 
F_xac3329_536F 5’ AAAGCGTGCGTGTGTTTCC 3’ cysD 






4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 
Os resultados deste trabalho serão apresentados em duas partes, segundo os estudos 
funcionais (Parte I) e os estudos estruturais do transportador de sulfato SbpCysUWA (Parte 
II). Também são apresentados como ANEXOS 1 e 2 que correspondem  os resultados deste 
trabalho na íntegra já publicados e discutidos em periódicos durante o período de execução 
desse projeto. O ANEXO 3,  sãoresultados de projetos paralelos desenvolvidos ao longo da 
tese.  
Os genes codificadores do transportador SbpCysUWA apresentam-se na forma de um 
único operon constituído dos genes sbp (que codifica a proteína ligadora de sulfato), genes 
cysU e cysW (codificam as permeases ou proteínas transmembrana) e o gene cysA que 
codifica a ATPase ou domínio ligador de nucleotídeos do complexo.  
 
PARTE I – ESTUDOS FUNCIONAIS  
 
AVALIAÇÃO DO PAPEL DO TRANSPORTADOR SbpCysUWA EM Xanthomonas 
citri 
 
4.1 Efeito da deleção do gene cysU em X. citri  
 
 Com o intuito de bloquear a função do transportador de sulfato de X. citri, decidiu- se 
deletar um dos genes responsáveis pela formação do poro de passagem, de forma que o 
mesmo fosse destruído. Outras abordagens seriam a deleção do gene correspondente à 
proteína periplasmática Sbp, ou ATPase CysA, mas já há relatos na literatura que descrevem a 
promiscuidade entre as proteínas periplasmáticas [74-76] e ATPases [77] entre diferentes 
sistemas. Os resultados obtidos para a construção do mutante Xac::cysU estão apresentados 
na Figura 6.  
, 
  Na construção do primeiro mutante as etapas de clonagem foram bem sucedidas, 
inclusive o evento de recombinação no qual foram obtidas 8 colônias com a deleção do gene 
cysU. Três mutantes portadores da mesma deleção foram usados independentemente para 






Figura 6– Construção do mutante Xac::cysU de X. citri. A) Representação esquemática das 
regiões do genoma bacteriano amplificadas (denominadas F1R1 e F2R2) e a substituição do gene 
alvo cysU pela inserção de um sítio de restrição entre os fragmentos com a finalidade de união dos 
mesmos e posterior inserção da região não contendo o gene de interesse no vetor suicida 
pNPTS138; B) Etapas de construção do vetor pNPTS::cysU (I) Amplificação dos fragmentos F1R1 
e F2R2 por PCR; (II) Análise de restrição da clonagem dos insertos no vetor de clonagem pGEM 
T-Easy; (III) Análise de restrição da clonagem de ambos fragmentos no vetor pNPTS138;C) Placas 
de meio LB sólido com as colônias obtidas após a transformação com o vetor pNPTS::cysU . Para 
que tenha ocorrido o segundo evento de recombinação homóloga os candidatos a mutante devem 
apresentar crescimento em placas contendo 5% de sacarose (placa à esquerda) e não crescerem em 
meio com canamicina e 5% de sacarose (placa central) e meio com canamicina (placa à direita); D) 
Confirmação da construção do mutante por PCR mostrando o padrão de amplificação da bactéria 
selvagem (wt) nas duas primeiras linhas iniciais, sendo a primeira a amplificação dos fragmentos 
F1R1, cysU e F2R2 e, em seguida, a amplificação do gene cysU. Os controles positivos mostram as 
mesmas amplificações no vetor suicida pNPTS138::cysU e no vetor pGEM-cysU, ambos utilizados 
como controle. Por fim, as duas últimas linhas mostram o padrão F1R1-F2R2 condizente com 
padrão de deleção gênica e a ausência de amplificação do gene de interesse. E) Sequenciamento do 
fragmento F1R2 do mutante Xac::cysU confirmando novamente a eficiência da deleção 
 
 
Assim, confirmada a deleção do gene foi dada continuidade aos ensaios de 
caracterização do fenótipo do mutante. Primeiramente, notou-se que as colônias portadoras da 
mutação no gene cysU eram menores e apresentavam características sugestivas de redução da 
produção de goma xantana, como a coloração mais atenuada e menos brilhante (Figura 7A). 
Interessantemente, esta alteração do fenótipo das colônias sugerindo a redução de goma 
xantana também foi observada nos mutantes de X. citri portadores de deleção nos genes ssuA2 
[6] e nrtT [58], comprovadamente deficientes na produção de goma xantana. Para analisarmos 
se a deleção de cysU afetou a produção de goma xantana, a linhagem selvagem e 3 mutantes 
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foram crescidos em LB, dos quais foram retiradas alíquotas em 24 h e 48 h. De fato, todos os 
mutantes mostraram redução na produção de goma xantana quando comparados com a 
linhagem selvagem. Ainda, dentre os três mutantes, o mutante M8 mostrou deficiência maior 
(Figura 7B). Por outro lado, apesar destas diferenças, a formação de biofilme nas linhagens 
mutantes não foi significativamente alterada (Figura 7C). A redução da goma xantana foi 
acompanhada pela redução na produção do pigmento xantomonadina, o que seria uma das 

































Figura 7 Análise do efeito da deleção do gene cysU no fenótipo e produção de goma e pigmentos 
em X. citri. A) Colônias de X. citri selvagem (wt) e mutante (Xac::cysU) após 24 h de incubação em 
meio LB OD. B) Produção de goma xantana pelas linhagens selvagem e três mutantes portadores de 
deleção no gene cysU: M1, M5 e M8. C) Efeito da mutação na formação de biofilme após 16 horas de 
cultivo das bactérias em meio LB ON. D e E) Quantificação do pigmento xantomonadina em X.citri e 
mutantes após 48 h de inoculação. Os asteriscos representam diferença significativa p<0.05.  
 
Para avaliar se a mutação no gene cysU e a redução de goma tiveram efeito no 
crescimento bacteriano em meio de cultivo, foram realizadas curvas de crescimento das 
linhagens selvagem e mutante em meios de cultivo LB e M9. Os resultados mostram que a 
deleção de cysU não afetou o crescimento bacteriano tanto em meio rico como em meio 
mínimo (Figura 8 A e B).  No caso do meio rico, o comportamento do mutante era esperado 
visto que neste meio não definido várias são as fontes de sulfato/enxofre que a bactéria 
poderia utilizar [57, 76, 78-82]. Entretanto, ao limitar a fonte de enxofre exclusivamente como 
sulfato (concentração de enxofre definida em 2 mM de sulfato de magnésio), esperava-se que 
o mutante Xac::cysU não fosse capaz de crescer, o que não ocorreu  (Figura 8B). Este fato 
sugere duas possibilidades: (i) a presença de outros transportadores que não do tipo ABC, 
relacionados ao transporte de sulfato e, (ii) recuperação do complexo transportador por meio 
da dimerização da proteína CysW. 
 
 
Figura 8 -  Avaliação da mutação no gene cysU no crescimento de X. citri e mutante M8. As 




4.2 Análise do efeito da deleção no gene cysU na infecção e fenótipo do cancro in vivo 
 
Para as análises in vivo duas abordagens de inoculação foram utilizadas, a primeira 
com uma dose maior de bactérias por meio de seringa, e a segunda com uma dose menor por 
das culturas após a formação de um pequeno corte nas folhas. Para os inóculos com seringas 
foi necessário fazer a análise da melhor concentração de bactérias, de forma a evitar uma 
superposição de bactérias na planta e as mesmas se usassem como fonte de nutrientes 
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mascarando assim o efeito planta-patógeno, de fato (Figura 9). Foram testadas duas 
concentrações de celulas: 104 u.f.c./mL e 106 u.f.c./mL. Todos os ensaios foram realizados em 
colaboração com o Dr. Celso Benedetti no LNBio/CNPEM.. Todos os ensaios foram 
realizados em colaboração com o Dr. Celso Benedetti no LNBio/CNPEM.   
Cinco variedades de Citrus sinensis foram usadas para a infecção com as linhagens 
selvagem e mutantes Xac::cysU. Após 10 dias de inoculação o fenótipo da cancrose foi 
avaliado nas superfícies das folhas (Figura 10). Os resultados mostraram que o fenótipo do 
cancro é variedade dependente , mas não evidenciaram, nenhuma relação com a deleção do 
gene cysU.  
 
 Figura 9 – Desenho experimental para determinação da melhor concentração de células para  
análises do efeito da deleção do gene cysU. Folhas de 5 variedades de Citrus sinensis foram 
infectadas com duas concentrações bacterianas e avaliadas após 10 dias de infecção. Wt: linhagem 





Figura 10 - Fenótipo de cancrose desenvolvido em superfície de folhas de Citrus sinensis após 
infecção por injeção das linhagens selvagem e mutantes. As linhagens foram infectadas nas folhas 
na concentração de 104 u.f.c./mL. Wt: linhagem selvagem, M1, M5 e M8: mutantes Xac::cysU.  
 
Uma vez que a utilização da metodologia de inoculação por seringa não mostrou 
diferença entre as linhagens selvagem e mutantes, foi testada a abordagem com menor 
quantidade de células ou inoculação por picada (Figura 11). Nestes ensaios foram avaliados 
os diâmetros formados pelas células que infectaram e cresceram ao redor dos cortes e, 
diferentemente do que fora observado anteriormente, pôde-se evidenciar diferenças 
significativas entre o crescimento das linhagens selvagem e mutante nas variedades de C. 
sinensis Natal e Valencia confirmando a diferença do perfil da cancrose e espalhamento da 




Figura 11– Efeito da deleção do gene cysU no início do desenvolvimento do cancro em diferentes 
variedades de C. sinensis segundo método da picada/”pinprick”. A) Imagens representativas 
evidenciando pústulas produzidas pelo desenvolvimento do cancro em folhas de laranja pêra, valencia, 
tahiti e sorocaba. As folhas foram inoculadas com a linhagem selvagem (Wt) ou mutantes portadores 
de deleção no gene cysU. As figuras foram obtidas com ampliação de 40 X após 11 dias de infecção. 
O mutante Xac::cysU tem redução na hipertrofia e hiperplasia em comparação à bactéria selvagem. B) 
Área de cancrose relativa medida pelo programa ImageJ (em pixel) mostrando que o mutante 
Xac::cysU, em média, forma menor área de lesão em comparação com a bactéria selvagem. Foram 
realizadas 16 medidas em 2 folhas independentes. Os asteriscos representam diferença significativa 
p<0.05.  
 
Este resultado mais evidente com a metodologia da picada mostra que a deleção, 
principalmente, teria um efeito em estágios mais avançados da infecção/colonização. De fato, 
Pereira e colaboradores (2015) [57], mostraram que o promotor que regula o operon 
sbpcysUWA é altamente ativado a partir de 7-8 dias de cultivo sugerindo que esta é a fase de 
maior necessidade do transportador. Aqui se pode destacar  indícios de que essa deleção altera 
o modo como bactéria coloniza e se adere ao hospedeiro mas outras metodologias de 
pulverização do patógeno no hospedeiro  serão  aplicadas para confirmação da alteração no 
padrão de colonização e espalhamento in vivo. Por outro lado, o fato de que os mutantes não 
mostraram  diferença na estatística  no fenótipo do cancro, mesmo apresentando diminuição 
nos níveis de goma xantana sugere fortemente que realmente poderia haver complementação 
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por parte de outros transportadores e que estes são relevantes, como em muitos outros 
organismos [76]. 
Como mencionado anteriormente, algumas questões pertinentes foram levantadas: (i) 
poderia a permease CysW formar um homodímero e reconstituir assim o transportador do tipo 
ABC e a internalização do sulfato para o meio citoplasmático? (ii) poderia algum dos outros 
transportadores do tipo ABC transportar ou compensar de alguma forma a assimilação de 
enxofre tão importante para o crescimento bacteriano? (iii) seria possível alguma outra 
proteína transportadora realizar o transporte de sulfato? 
 A fim de responder se a permease CysW, na ausência de CysU, poderia formar um 
homodímero, reconstituir o transportador e assim manter a entrada de sulfato para o 
citoplasma, foi realizada a construção do mutante duplo Xac::cysUW. O vetor suicida foi 










Figura 12 – Construção do duplo mutante Xac::cysUW A) estratégia da construção da dupla 
deleção B) Análise de restrição do vetor suicida pNPTS contendo o cassete de mutação para  produção 
do evento de recombinação. 
  
Inúmeras tentativas de recombinação de homóloga foram realizadas para essa 
construção, porém ao final da segunda recombinação só apareceram mutantes contendo o 
genótipo selvagem, confirmado por reação de PCR (dados não mostrados). Várias alterações 
no protocolo foram realizadas sem obtenção do genótipo da dupla mutação. É possível que a 
dupla mutação gere instabilidade como mencionado por outros autores [83]. Neste caso, não 
foi possível mostrar se há formação do homodímero por parte da permease CysW. Por outro 
lado, este tipo de comportamento nunca foi descrito em transportadores ABC. Por outro lado, 
acredita-se que a segunda hipótese de que o fenótipo complementado seria um efeito da 
atividade de outros transportadores do tipo ABC envolvidos com o transporte de compostos 
sulfonados, seja bastante factível [46, 78, 84]. A importância destes transportadores durante o 
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crescimento in vivo e as análises estruturais que mostraram diferenças significativas nos 
bolsões de ligação dos substratos, evidenciaram que apesar de terem substratos similares, eles 
não são capazes de complementar uns aos outros. Neste caso, os três transportadores 
poderiam estar em atividade. A expressão dos genes dos transportadores SsuABCDE1 e 
SsuABCD(2) foi demonstrada em Pereira e colaboradores (2015) (ANEXO 1).  
 
4.3  Outros sistemas de captação de íons (sulfato) em X. citri 
 
Nos últimos anos, a anotação de vários genomas, inclusive o genoma de X. citri tem 
sido sistematicamente revistos [19, 35]  
De posse da informação os quais mostram que a bactéria mutante continua captando 
sulfato como fonte de enxofre, foi realizada nova busca no genoma bacteriano para verificar-
se se outros sistemas de captação haviam sido anotados em Xanthomonas. Os carreadores de 
soluto (SLCs) pertencem a uma família de proteínas de membrana que regulam transporte de 
vários tipos de substratos através da membrana celular. Essa é a segunda classe de proteínas 
de membrana, perdendo apenas paras as Proteínas G acopladas. No total já foram relatadas 55 
famílias de genes, 46 em humanos [85]. 
As proteínas codificadas pelos genes SLC funcionam como transportadores passivos, 
simporter ou anti-exportadores responsáveis pelo transporte de uma grande variedade de 
substratos, como aminoácidos, glicose e íons inorgânicos através da membrana [86]. Os 
transportadores de soluto contêm múltiplos domínios transmembranares, organizados em 
monômeros, homo- ou hetero-oligômeros na membrana. Como proteínas de membrana, os 
transportadores de soluto são regulados por ubiquitinação em humanos. [86]. Essas proteínas 
mediam o fluxo de substancias como íons, açúcares e aminoácidos. Os seus parentes 
procarióticossão muito pouco estudados mas estão frequentemente envolvidos em processos 
fisiológicos essenciais em microorganismos, como homeostase e resposta ao estresse 
ácido/osmótico Schweikhard [87]. 
De posse da informação que haveria a possibilidade de haver carreadores em bactérias 
[85, 88] foram repetidas as buscas com redução da porcentagem de identidade foram 
identificadas mais três proteínas preditas como permeases da família SLC possivelmente 
internalizadoras de sulfato. O carreador de sulfato SLC13 (NCBI) que em X. citri corresponde 
à proteína Sac1 (Xac3304) recentemente anotada como regulador em resposta à carência de 
sulfato e dois de carreadores de sulfato de alta afinidade tipo SulP (família SLC26, NCBI), as 
proteínas YbaR (Xac0613) e YchM (Xac1581). Essa última classe é bem conhecida tanto em 
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eucariotos quanto em procariotos, haja visto que existem mais de 30 membros sequenciados 
entre bactérias, fungos, plantas e animais. Ambas as classes têm como função a importação de 
íons divalentes como sulfato e oxalato e monovalentes como bicarbonato, formato e cloreto 
[89, 90]. Estão descritas na literatura como parte de mecanismos de adaptação para os mais 
diversos ambientes de fitopatógenos, facilitando a entrada de nutrientes[20]. Poucas dessas 
proteínas são funcionalmente caracterizadas, e todos são carreadores de absorção de sulfato. 
Alguns transportam seu substrato com altas afinidades, por exemplo, SLC26, enquanto outros 
o transportam com afinidades relativamente baixas por exemplo, SLC13. Curiosamente, 
ambas estão presentes na maioria das espécies do gênero Xanthomonas. As proteínas 
bacterianas em geral, são menores do que as de eucariotos e apresentam em média, de 10 a 13 
hélices transmembranas (TMSs). A tabela 5 mostra os resultados do BlastP para identificação 
de possíveis ortólogos em fitopatógenos, bactérias de solo e E. coli como modelo. De fato, a 
redundância da captação do sistema de sulfato mostradas pelas famílias SLC13 e SLC26, 
especialmente em X. citri.. Esses dados abrem perspectivas para análises desses domínios e a 
sobrevivência e infectividade no hospedeiro. 
 
Tabela 5 – Comparação dos ortólogos das proteínas carreadoras de solutos identificadas em X. 








Xanthomonas citri (xac) 620/620(100%) 495/495(100%) 522/522(100%) 
Xanthomonas campestris (xcc) 618/620(99%) 493/495(99%) 506/522(97%) 
Xanthomonas oryzae (xoo) 609/620(98%) 484/495(97%) 507/522(97%) 
Xanthomonas fuscans (xfu) 617/620(99%) 490/495(99%) Sem identidade 
Stenotrophomonas maltophilia 
(sml) 
543/615(88%) 277/485(57%) 127/478(27%) 
Xylella fastidiosa (xfa) 526/617(85%) Sem identidade Sem identidade 
Caulobacter crescentus (ccr) Sem identidade Sem identidade Sem identidade 
Escherichia coli (eco) 172/638(27%) 266/490(54%) 116/384(30%) 
 
4.3.1 Proteína reguladora de resposta a sulfato: Sac1 de X. citri  
 
Recentemente, Hoffman e colaboradores (2017), caracterizaram funcionalmente uma 
proteína carreadora presente na membrana de Rhodobacter capsulatus da família SLC13, 
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PerO, que tem como função o transporte de oxiânions. Este artigo foi de extrema relevância 
para o estudo porque os autores compararam a atividade da proteína frente à deleção do 
transportador do tipo ABC dedicado à captação de sulfato e mostraram pela primeira vez, que 
PerO pertence à família de permeases transportadoras de sulfato de baixa afinidade em 
bactérias[84] . 
Adicionalmente, foi mostrada a ausência de transporte de sulfato marcado quando 
ambos os genes codificadores de ambos os sistemas, perO e os genes do transportador ABC 
(cysTW), foram deletados (Figura 13)[91]. PerO é um regulador ativado na carência de enxofre 
que pertence à classe de permeases ArsB/NhaD (Figura 13A). Estas proteínas translocam sódio 
e vários ânions através de membranas biológicas nos 3 reinos da vida. Uma permease típica da 
família ArsB/NhaD é composta de 8 a 13 hélices transmembranas e segundo a predição de 
estrutura secundária de PerO de R. capsulatus, a proteína apresenta 11 hélices transmembranas 
com um domínio extracelular entre as hélices 6 e 7 (Figura 13 B). 
                        
 
Figura 13 –Análises funcionais das mutações envolvendo componentes da captação de sulfato em 
Rhodobacter capsulatus. A) Curvas de crescimento de R. capsulatus linhagens selvagens, mutante do 
transportador ABC, mutante perO e duplo mutante perO e transportador ABC, evidenciando a 
ausência de crescimento quando os genes perO e cysTW são deletados. B) Captação de sulfato nas 
diferentes linhagens de R. capsulatus. RETIRADO e ADAPTADO de [84]. 
 
Como mencionado anteriormente, a partir da informação de que haveria um outro 
transportador de baixa afinidade dedicado à importação de sulfato, usamos a sequência de 
aminoácidos da PerO de R. capsulatus para realizamos uma busca pelo BLASTp em X. citri. 
O resultado desta análise identificou a proteína SacI (Xac3304) que apresenta 21% de 
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identidade de sequência em relação à PerO de R. capsulatus (Figuras 14 e 15). Esta proteína 
possui os mesmos domínios e predição de número de hélices transmembrana encontrados em 
PerO, incluindo o domínio extracelular. A análise da SacI no programa String mostra que a 
proteína pode interagir com todas as proteínas da via de assimilação de sulfato reforçando a 









Figura 14– Análises de bioinformática da proteína PerO de Rhodobacter capsulatus. A) Resultado 
do Blastp X banco de dados não redundante evidenciando os domínios que definem a família de 
carreadores de soluto. B) Predição do número de hélices transmembranas da PerO utilizando o 
servidor TMHMM.  
 
 Preliminarmente, para avaliar mais algumas características estruturais da SacI, foi 
realizada a busca no banco de dados de proteínas por proteínas que apresentassem 
similaridade estrutural e que pudessem servir como molde para a construção de um modelo 
tridimensional. Ao realizar a busca Blastp X PDB, foram identificadas poucas proteínas que 
apresentaram alta similaridade com SacI. A proteína que mostrou os melhores resultados foi o 
transportador de sódio tipo simporter de Vibrio cholerae com apenas 14% de identidade (PDB 
4F35). Apesar da baixa identidade, ambas as proteínas pertencem à super família SLC13, que 
possui importadores de sulfatos em todos os reinos [92]. Desta forma foi construído um 



















































Figura 15–Análises de Bioinformática da proteína Sac1 de X. citri. A) Análises do Blastp 
evidenciando os domínios da proteína. B) Predição do número de hélices transmembrana pelo servidor 
TMHMM. C) Alinhamento de sequência das proteína Sac1 de X. citri com PerO de  R. capsulatus 
evidenciando a conservação de predição de estrutura secundárias entre ambas. Predição realizada pelo 
programa T-Coffee  [93] D) Possíveis interações de Sac1 com outras proteínas de X. citri. Os traços 






Figura 16 – Análise do modelo 3D construído para SacI de X. citri a partir da estrutura 
tridimensional do transportador de sódio de V. cholerae (PDB 4F35). A) Representação em 
cartoon do modelo da proteína. Seguindo a estrutura molde e os transportadores do tipo simporter, 
duas moléculas são presentes formando um homodímero. O canal de entrada do íon seria formado pela 
interface entre as duas moléculas (delimitado pela linha preta). B) Vista do transportador após giro de 
90o evidenciando o potencial eletrostático da região que seria a entrada do transportador voltada para o 
periplasma. Segundo o modelo, SacI apresenta nesta região carga levemente positiva, o que está de 
acordo com o esperado, uma vez que este tipo de canal deve atrair oxiânions com carga negativa. C e 
D) Potencial eletrostático predito a região que forma o interior do canal (em linhas pretas). As duas 
moléculas formadoras do transportador foram giradas em 90 o de forma a expor a região interna do 
canal. Interessantemente, o canal mantém a carga levemente positiva para atrair o íon, mas torna-se 
mais negativo ao aproximar-se da região citoplasmática, de forma que poderia expulsar o íon.  
 
Teoricamente, um bom modelo deveria ser baseado em estruturas que dividem alta 
identidade de sequências de aminoácidos. Contudo, em muitos casos, apesar da baixa 
identidade entre proteínas, as estruturas tri-dimensionais podem ser conservadas, mantendo as 
características funcionais das proteínas. Como a proteína de V. cholerae apresentou os 
mesmos motivos da família ArsB/NhaD (SLC 13) e sua função é a mesma predita para SacI, o 
modelo foi comparado com a estrutura molde para identficação de padrões de conservação. 
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Na análise, SacI seria um homodímero formado por duas moléculas em orientação simétrica, 
entre as quais se formaria o canal de passagem dos íons como definido pela linha preta na 
Figura 16A.  
O potencial eletrostático do modelo também revelou que na região de entrada (ou de 
atração) do íon, no lado periplasmático, a carga é positiva, o que estaria de acordo com a 
expectativa para um canal que deve atrair ânions como o sulfato (Figura 16B). Ainda, mostra-
se que internamente, o canal mantém esta carga levemente negativa, sugerindo que o íon 
poderia ser facilmente translocado. O mais interessante é que na região terminal do canal, 
próximo ao citoplasma, o mesmo se torna bastante negativo, o que poderia ser uma forma de 
forçar a expulsão do mesmo, como visto em muitos canais de sódio e potássio[90]. Este 
modelo, embora não seja conclusivo, se adequa a função predita do carreador. Futuras 
análises deste transportador devem ser realizadas para caracterização do mecanismo estrutural 
dessa proteína, bem como a sua função em X. citri. 
 
4.3.2 Proteínas carreadoras do tipo SulP in X. citri: YbaR e YchM   
 
Conforme descrito anteriormente,  de YbaR e YchM possuem 20% de identidade de 
sequência entre si e, segundo o alinhamento realizado pelo servidor T-coffie [93],mostram 
considerável conservação estrutural (Figura 17 - resíduos em vermelho) e os mesmos motivos 
sugerindo que possam ser parálogos. De fato, muitos organismos, incluindo Bacillus subtilis, 
Synechocystis sp, Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis thaliana e Caenorhabditis elegans, 




Figura 17 - Alinhamento das sequencias de YbaR e YchM  de X. citri com o servidor T-coffee. 
O resultado mostra em vermelho maior conservação de similaridade estrutural entre as duas proteínas.  
 
Na busca de ortólogos das proteínas YbaR e YchM, foi realizado um Blastp versus 
banco de dados não redundante. Nesta busca, várias espécies de Xanthomonas, incluindo X. 
campestris e X. oryzae, apresentaram as proteínas com alta identidade (99%), mas focamos 
em alguns microrganismos que apresentam dados na literatura (Tabela 6 e 7). Outro ponto 
interessante é que as duas sequências originaram os mesmos resultados. Na busca por 
proteínas no banco de dados de estruturas (PDB) não encontramos nada significativo que 
pudesse ser utilizado como molde.  
 
Tabela 6 – Comparação da identidade de sequência dos genes anotados como SulP disponíveis 






Pseudomonas aeruginosa Permease SulP 302/491(62%) 
Agrobacterium rhizogenes Permease SulP 237/482(49%) 
Rhizobium tropici Permease SulP 233/499(47%) 
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Escherichia coli Permease SulP 178/501(36%) 
Caulobacter vibrioides Permease SulP 104/379(27%) 
Burkholderia cepacia Permease SulP 180/501(36%) 
Xylella fastidiosa  Permease SulP Sem identidade 
 
Tabela 7– Comparação da identidade de sequência dos genes anotados como SulP  disponíveis 







Rhizobium leguminosarum Permease SulP 362/479(76%) 
Agrobacterium rhizogenes Permease SulP 360/472(76%) 
Escherichia coli  Permease SulP 341/490(69%) 
Pseudomonas aeruginosa Permease SulP 301/491(61%) 
Caulobacter vibrioides Permease SulP 265/483(55%) 
Burkholderia cepacia Permease SulP 271/486(56%) 
 
 O alinhamento das sequências encontradas no BlastP foi realizado e mostrou 
identidades entre 16-20% (Figura 18A), com maior divergência para a proteína YchM de X. 
citri. Uma árvore construída no próprio programa ClustalW, mostra que as 4 proteínas com 
exceção de YchM, tem a mesma origem filogenética (Figura 18B).  
 
A 
Xsp_WP_055837928.1_SulP      MPQPHALSLARLRAEWCPSLSRELLAGAVATFALIPEVIAFSFVAGVDPA 
Xac_XAC0613_YbaR             -----MSLLRAELAQWRASPARELMAGAVATFALIPEVIAFAFVAGVDPQ 
Rle_WP_027684068.1_SulP      ------MLLSSIRRDWSANPMREMLAGAVATFALIPEVIAFSFVAGVDPE 
Pae_NP_251253.1_SulP         -------MLQTLKQNWFSNLRGDLLAGLVVALALIPEAIAFSIIAGVDPK 
Xac_XAC1581_YchM             -----MNTSGIGGYFRQGLFGRDLLASVVVFLVALPLCMGIAIASGMPPA 
                                                   :::*. *. :. :*  :.::: :*: *  
 
Xsp_WP_055837928.1_SulP      VGLFASFVISIVIAFTGGRPAMVSAAAGSVALVAAPLVQSHGLPYLLAAG 
Xac_XAC0613_YbaR             VGLFASFVIGIVIAFCGGRPAMISAAAGSVALVAAPLVAAHGLPYLLAAG 
Rle_WP_027684068.1_SulP      VGLFASFVIGIVIAFAGGRPAMISAAAGSVALVAAPLVHAHGLPYLFAAG 
Pae_NP_251253.1_SulP         IGLYASFSMAVVIAFAGGRPGMISAATGAMALLMVNLVKDHGLQYLLAAT 
Xac_XAC1581_YchM             AGLITGIVGGLVVGFLAGSPLQVSGPAAGLAVLVFELVREHGAVALGPVI 
                              ** :.:  .:*:.* .* *  :*..:..:*::   **  **   * ..  
 
Xsp_WP_055837928.1_SulP      LLAGVVQVIFGMLRLGVLMRFVSSSVRTGFVNALAVLIFAAQLPHLRGAT 
Xac_XAC0613_YbaR             WLAGVVQILFGVLRLGVLMRFVSSSVRTGFVNALAVLIFAAQLPHLLGAN 
Rle_WP_027684068.1_SulP      LLAGLIQIVFGLLRLGVLMRFVSKSVRTGFVNALAILIFAAQMPHIIGAG 
Pae_NP_251253.1_SulP         LLCGVLQILAGYLRLGSLMRFVSRSVVTGFVNALAILIFMAQLPELTDVG 
Xac_XAC1581_YchM             LVAGAIQLIAGLCRAGVWFRMTSPAVVAGMLSGIGILIVASQAHVLMDAA 
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                              :.* :*:: *  * *  :*:.* :* :*::..:.:**. :*   : ..  
 
Xsp_WP_055837928.1_SulP      -------------------------PATWALLALGLALIYGLPRLRLRVF 
Xac_XAC0613_YbaR             -------------------------PTTWVMLGAGLAIIYGLPRLRLPGL 
Rle_WP_027684068.1_SulP      -------------------------WMEYAVLVAGLVIIYLTP----RIT 
Pae_NP_251253.1_SulP         -------------------------WPVYAMTAAGLAIVYGFPHLP-RIG 
Xac_XAC1581_YchM             PKARGLENFAALPGVLWQAISEGTGRNALFVGLATIGIILAWDKLRPQRL 
                                                           :    : ::            
 
Xsp_WP_055837928.1_SulP      TVIPSPLVCIVVLSVVAAAWHLPVATVADLGTLPDSLPAFGWPGVPISLD 
Xac_XAC0613_YbaR             SAIPSPLLCILLLSVAGTALHLPLKTVADLGKLPNALPFLQWPAVPLTLE 
Rle_WP_027684068.1_SulP      TAIPSPLICILILTVASLALGLPILTVADLGKLPDSLPVFGWPAVPLTLE 
Pae_NP_251253.1_SulP         RLLPSPLVCILVLTGISIYLGLDIRTVGDMGQLPDSLPLFLWPDVPLNLD 
Xac_XAC1581_YchM             RFLPGALIAVVVVTATVQLQGLNVNKVDVPTNLFSAISIPSISDIFGVFN 
                               :*..*:.:::::       * : .*     * .::.    . :   :: 
 
Xsp_WP_055837928.1_SulP      TLRLIALPALAIAMVGLLESMMTARVVDELTDTP-SSKNRECAGLGLANI 
Xac_XAC0613_YbaR             TLRIIALPALAIAMVGLLESMMTARVVDELTDTP-SNKNRECTGLGIANA 
Rle_WP_027684068.1_SulP      TLRIIAGPAFAIAMVGLLESMMTASVVDDLTDTP-SSKNRECTGLGLANA 
Pae_NP_251253.1_SulP         TLLIVLPYSAALAVVGLLESLMTATIVDEMTDTG-SDKNRECKGQGLANI 
Xac_XAC1581_YchM             HTLLVS--AVTFAFIASAETLLSAAAVDRMHQGARTQYDRELAAQGVGNM 
                                ::   : ::*.:.  *::::*  ** : :   :. :**  . *:.*  
 
Xsp_WP_055837928.1_SulP      AASLFGGIAGCGMIGQTVGNVKYGGRGRLSTLFAGVFLLILMVALKPWVS 
Xac_XAC0613_YbaR             AASLFGGIAGCGMIGQTVGNVKYGGRGRLSTLFAGVFLLILMVLLKPWVS 
Rle_WP_027684068.1_SulP      AASLFGGIAGCGMIGQTVSNVKYGGRGRLSTLFAGAFLLILMVLLKPWVS 
Pae_NP_251253.1_SulP         ATGLLGGMAGCAMIGQSVINVKSGGRSRLSTLVAGVALLLMVVFLSDWVG 
Xac_XAC1581_YchM             LCGFLGALPMTGVIVRSAANVQAGAATRASTILHGSWLLVFAMLLPWLLR 
                               .::*.:.  .:* ::. **: *.  * **:. *  **:: : *   :  
 
Xsp_WP_055837928.1_SulP      QVPVVALVAIMVMVSAETFDWKSAGTLVRHPRSSSVVMLATVAVTLATHN 
Xac_XAC0613_YbaR             QVPVVALVAIMVMVSAETFDWRSLRTVVTHPRTSSVVMLATVAVTLFTHN 
Rle_WP_027684068.1_SulP      EVPVAALVAIMVMVSIDTFDWSSLRSVVVHPRMSSVVMVATVLVTVFTAN 
Pae_NP_251253.1_SulP         RIPMAALVAVMIMVSIGTFRWESIRNLKRYPLSTNLVMLVTVGVVLATHN 
Xac_XAC1581_YchM             MTPVACLAGILVYTGVKMIKIGQVKELATYGRGTAAIYLATTFAIVATD- 
                               *:..*..::: ..   :   .   :  :   :  : :.*. . : *   
 
Xsp_WP_055837928.1_SulP      LASGVAVGVVMSGVFFTFKVARLLEVQAHDDDTDTGATGGGPGTRHWQVR 
Xac_XAC0613_YbaR             LAAGVAVGVLLSGVFFTFKVAGLLQIAHHDG---------ADGVRTYSVR 
Rle_WP_027684068.1_SulP      LALGVTVGVLLSGVFFTFKVASLLRVDVAPDAT--------TGRLTYRVS 
Pae_NP_251253.1_SulP         LAFGVVAGVLLASLFFANKIGHYLDIDSERSADG--------TRRHYQVS 
Xac_XAC1581_YchM             LLTGVLIGFGLS-LFRLALHSSRLKVEVREHADK-------KDEMHLTLQ 
                             *  **  *. :: :*     .  * :                      :  
 
Xsp_WP_055837928.1_SulP      GQVFFASADAFIDAFDILGAEGRPVRIDVSQAHFWDVTAIAALDKVVQRL 
Xac_XAC0613_YbaR             GQVFFASADVFIDAFDAREVPGRAVVIDVGRAHFWDITAVAALDKVVQRL 
Rle_WP_027684068.1_SulP      GQVFFASADVFVEAFDVQDAIGKSVLIDVSEAHFWDITAVAALDKVVQRF 
Pae_NP_251253.1_SulP         GQVFFASSGRFVAAFDLKET-LEHVLIDLRHAHLWDVTAVAALDKVVLGF 
Xac_XAC1581_YchM             GSATFLKVPAMARTLESVPP-NTALHLDVAKLHHVDHACIELLRDWSRNA 
                             *.. * .   :  :::        : :*: . *  * :.:  * .      
 
Xsp_WP_055837928.1_SulP      EHHGCRVEVMGLNRASEVLIDRLSVSR------------ 
Xac_XAC0613_YbaR             RHHGLDVQVKGLNAGSRRLMQRHALGEDALESALP---- 
Rle_WP_027684068.1_SulP      GAHGIAVEVVGLNQASATLIGSLDSKVVLKEV------- 
Pae_NP_251253.1_SulP         RQRGVQVDVLGLNAASATLVDRFGAYDKPGAVDILSDH- 
Xac_XAC1581_YchM             ASRGCELVVDWKELDRRVEGQPTVDGVLVEQRVEQAKAA 






Figura 18 – Alinhamento de Sequência das proteínas preditas como SulP em Xanthomonas citri e 
a comparação com seus órtologos A) Alinhamento de sequências das proteínas identificadas no 
Blastp para YchM e YbaR e B) Dendograma  enraizada (método UGPMA, programa ClustalW).  
 
A partir destes resultados foram avaliados se os genes codificadores das permeases 
CysU e CysW do transportador ABC, dos carreadores SulP (ybaR e ychM) e da proteína SacI 
(XAC3304) eram expressos conjuntamente in vitro em meio rico LB e em meio XAM1, que 
mimetiza o ambiente em citros, conforme figura 19. Como controle positivo usamos três 
genes endógenos: proB (XAC2464), gyrB (XAC0004) e o 16S (XAC0766). As análises de 
RT-PCR mostraram primeiramente, que os genes endógenos usados como controle são 
transcritos nas duas condições. Ainda, revelaram a presença em meio LB dos genes 
correspondentes ao transportador ABC, cysU e cysW, bem como os dois genes sulP_Xac1581 
e sulP_Xac0613 e conforme esperado o gene Sac1, regulador da resposta de carência de 
sulfato, sugere não ser transcrito em meio rico, condizendo coma sua função predita. Este 
resultado sugere que em meio rico tais transportadores podem atuar simultaneamente, ou seja, 
o transporte de alta e baixa afinidade. Por outro lado, em meio XAM1, evidenciamos a 
presença de sacI mas não do gene sulP_Xac0613, sugerindo que SacI poderia estar associada 
à situações de estresse/carência e que sulP_Xac0613 poderia ser um transportador de baixa 
afinidade. Estes resultados preliminares abrem novas perspectivas deste trabalho para os 
estudos das proteínas envolvidas na regulação de captação de sulfato em X. citri, tanto do 


















Figura 19 - Análise da transcrição por meio de RT-PCR dos genes putativamente relacionados 
ao transporte de sulfato em X. citri. Foram escolhidos os genes que codificam as permeases do 
transportador ABC CysU e CysW, bem como os genes que codificam para SacI (ortólogo de PerO de 
R. capsulatus), SulP(*) genes usados como controle endógenos. 
60 
 
PARTE II – CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DO TRANSPORTADOR DE 
SULFATO DE Xanthomonas citri  
 
4.4 Caracterização das proteínas do transportador de sulfato de X.citri 
 
Para o início da caracterização do transportador completo, cada componente foi 
analisado por métodos de bioinformática visando a comparação de sequências com ortólogos 
e obtenção de dados estruturais que pudessem ajudar nos próximos passos de estratégia para 
clonagem, produção heteróloga e purificação. O modelo do transportador completo já havia 
sido brevemente apresentado no projeto de mestrado, mas foi analisado neste trabalho em 
todos os seus aspectos.  
Como dito anteriormente, em E. coli, o transportador do tipo  ABC SbpCysUWA 
realiza a internalização de sulfato através da membrana celular acoplando a hidrólise de ATP 
aos movimentos das permeases. Segundo a literatura atual, ao menos duas conformações são 
possíveis durante o processo de transporte: transportador aberto para o citoplasma (inward) e 
fechado ou aberto para o periplasma (outward) (Figura 20). Na conformação inward, o 
transportador está em estado relaxado que aconteceria após o transporte com as ATPases 
afastadas (Figura 20A). Neste estado, a região das permeases que fica voltada para o 
periplasma está aproximada, de forma que favorece a interação com a proteína periplasmática 
por meio de seus dois domínios, e início de um novo transporte. Por outro lado, no estado 
outward (Figura 18B), as ATPases estão aproximadas levando ao afastamento das permeases 
no lado periplasmático. Esta alteração de conformação desestabilizaria a proteína 
periplasmática que liberaria o ligante para que este seja introduzido no canal (Figura 20B). 
 
Figura 20 - Organização estrutural do transportador de maltose MalFGK2 de E. coli 
evidenciando as duas conformações clássicas de transportadores ABC. A) Representação em 
cartoon e em superfície do transportador de maltose MalFGK2 de E. coli na conformação aberta, 




4.4.1 O modelo do transportador CysUWA 
 
 O papel das proteínas periplasmáticas nestas duas conformações é fundamental, uma 
vez que ao interagirem com as permeases promovem mudanças conformacionais nas hélices 
transmembranas (que são interligadas com as ATPases) e sinalizam para que a quebra do ATP 
ocorra. A energia liberada é suficiente para abrir o canal/poro formado pelas permeases e 
consequentemente, permitir a entrada do substrato. Para que pudéssemos caracterizar as 
regiões de interação e fazer uma análise do transportador em detalhe, foi realizada a 
modelagem molecular por homologia dos componentes do mesmo (Figura 21). Na ausência 
de um transportador de sulfato com estrutura resolvida, usamos as coordenadas estruturais do 
transportador de molibdato de Archaeoglobus fulgidus (PDB 2ONK, ModABC) [26], pelo 
fato de ambos transportarem oxiânions e serem conservados. A principal diferença entre o 
transportador de molibdato e o de sulfato é que o primeiro é um homodímero de permeases e 
o segundo um heterodímero. As permeases do transportador de sulfato, CysU e CysW, 
quando comparadas com a permease do transportador de molibdato (ModB) mostraram 
identidade em torno de 28%. O modelo, construído com o programa Modeller, foi 
estereoquimicamente avaliado com o programa PROCHECK, e funcionalmente, pela 
localização da seqüência assinatura das permeases, ou motivo EAA, expostos na região 
citoplasmática e em interação direta com as ATPases (Davidson et al., 2008) (Figura 21). Este 
motivo, característico dos transportadores do tipo importador, são fundamentais para que o 
processo de transporte ocorra, uma vez que as mudanças de conformação ocorridas nas 
permeases serão sentidas pelas ATPases, as quais desencadeiam a hidrólise do ATP [94] 
(Figura 21). Ainda, nas estruturas modelo das permeases CysU e CysW, pudemos identificar 
as possíveis regiões que devem interagir com a proteína ligadora periplasmática Sbp. As 
características desta região são importantes para definir a especificidade/afinidade da proteína 
periplasmática pelo transportador. Na Figura 21A são mostrados os resíduos constituintes das 




Figura 21 – Modelo da estrutura tri-dimensional das proteínas CysU e CysW de X. citri. A) as 
proteínas CysU (verde) e CysW (limão) são organizadas como um heterodímero na conformação 
inward com as regiões de hélices de associação evidenciadas em vermelho. As sequências de 
aminoácidos são mostradas para cada região com o motivo EAA sublinhado. B) Vista das regiões R-
CysU e R-CysW que são exportas do lado periplasmático e que devem fazer a interação com a 
proteína periplasmática Sbp. 
 
 
O modelo das ATPases mostra a formação de um homodímero (Figura 22A, em cinza e bege) 
, cujos domínios conservados envolvidos tanto na interação como na hidrólise do substrato, 
são evidenciados. Também são demonstradas as sequências assinatura de transportadores 





Figura 22 - Modelo da estrutura tri-dimensional das proteínas Cys Ade X. citri. A) As proteínas 
CysA com duas cópias  (cinza e bege) são organizadas como um homodímero na conformação e 
realizam a hidrólise do ATP . As sequências de aminoácidos são mostradas para cada região estão 
destacadas na Figura B e C) Superfícies das protéinas evidenciando a localização dos motivos 
clássicos de ATPase bem como a assinatura LSSGQ, identificadora de domínios ATPase de 
transportadores ABC.  
 
4.4.1 A proteína ligadora periplasmática Sbp 
 
No presente trabalho a análise completa da proteína Sbp  está na forma de artigo 
publicado na revista Molecular Plant Microbe Interactions (MPMI) e encotnra-se no Anexo 2 
desta tese. Em resumo, no nosso modelo, a proteína ligadora Sbp, teve sua estrutura foi 
resolvida neste trabalho (XAC1017) (Figura 23, em cinza). Ela é a responsável pela afinidade 
e especificidade do sistema bem como captura do sulfato no periplasma. Na figura abaixo, 
apresenta-se  na conformação fechada, ligada ao substrato,  sulfato sugerindo sua  interação 
com  com as permeases.  Essas regiões de interação são localizadas nos domínios N e C, 
lateralmente à entrada da fenda, e foram denominadas de RI e RII (Figura 21B), 
respectivamente, para ambos os domínios. Neste sentido, uma vez assumido que o modelo das 
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permeases era consistente com a literatura [26, 96] foi possível também definir as regiões 
externas, denominadas MI e MII, que poderiam interagir respectivamente, com as RI e RII da 
periplasmática (Figura 21B, visualização do potencial eletrostático). Nesta análise, fica 
evidente a polarização de cargas positivas na interface das periplasmáticas e negativas na 
interface das proteínas de membrana (Figura 21 C). Estes estudos evidenciam duas possíveis 
futuras estratégias no desenvolvimento de inibidores de transporte: (i) visando o bloqueio da 
interação do sulfato com a Sbp no sítio de ligação e (ii) o bloqueio da interação da Sbp com as 
permeases com foco nas regiões delimitadas. A análise dos resíduos que correspondem às 
regiões RI e RII nas periplasmáticas encontradas em diferentes espécies de Xanthomonas e 
das regiões MI e MII mostra alto grau de conservação, sugerindo mecanismos semelhantes e 
também conservados (Figura 24).  
      A                           B                        C 
 
Figura 23 – Modelo do transportador de sulfato de X. citri e potencial eletrostático dos seus 
componentes. O modelo consiste de uma proteína periplasmática (Sbp, em cinza) cuja estrutura foi 
resolvida pelo nosso grupo, um homodímero de duas permeases (em verde claro e escuro) e 
homodímero de duas ATPases (em azul claro e escuro) que evidenciam as possiveis regiões de 
bloqueio do sistema. (A) Representação em cartoon do modelo; (B) O transportador mostrado do 
ponto de vista do potencial eletrostático das proteínas evidenciando a região de  interação e possível 
bloqueio (X). (C) Vista frontal das regiões RI e RII da Sbp e MI e MII das permeases evidenciando a 
complementariedade de cargas (positivas, mostradas em azul e negativas mostradas em vermelho) 






Figura 24 – Alinhamento de sequências de aminoácidos dos componentes do sistema de 
transporte de sulfato encontrados em diferentes espécies de Xanthomonas. Os resíduos envolvidos 
nas interações com o íon (Sbp) e os que delimitam as regiões de interação e interface entre proteína 
periplasmática e permeases são iluminados. Cinco espécies de Xanthomonas foram usadas no 
alinhamento realizado com o programa ClustalW: XAC: X. citri; XFU: X. fuscans; XCV: X. 
vesicatoria; XOO: X. oryzae e XCC: X. campestris. 
 
A proteína ligadora periplasmática é o quinto componente do transportador de sulfato, 
responsável pela afinidade e especificidade. Uma vez que sua caracterização funcional já 
havia sido realizada anteriormente (Pereira, 2013), neste trabalho, a proteína Sbp foi 
produzida conforme protocolo estabelecido e submetida aos ensaios de cristalização para 
obtenção de sua estrutura terciária. A busca por cristais foi realizada pelo método da gôta 
suspensa utilizando os kits de cristalização comerciais Hampton Crystal Screen HT, Salt RX 
entre outros disponíveis. Os Cristais no formato de bastão foram crescidos em média 6 dias 
após a preparação das gotas, sempre na presença de sulfato, em tampão MES e pH variando 
de 6.5 a 7.5. Devido à baixa resolução da difração apresentada por tais cristais, foram 
realizados ensaios de refinamento os quais geraram cristais bem definidos que difrataram a 
3.18 Å na linha MX2 do Laboratório Nacional de Luz Síncronton (LNLS). A condição de 
crescimento do cristal que difratou continha: Tris HCl 0.1 M pH 7.5, 20% PEG 6000 sendo a 
concentração da proteína: 8.9 mg/mL em tampão Tris-HCl 10 mM pH 8.0 contendo 0.3 mM 





Figura 25 Novos ensaios de cristalização para proteína Sbp. Gotas do tipo suspensas foram 
realizadas na concentração protéica de 8.9 mg/l e mostraram cristais predominantemente em forma de 
agulhas A) Gota contendo a proteína Sbp em em 35% MPd; 10 mM Tris-HCl pH 7.0; 200 mM de 
cloreto de sódio.  B) Gota contendo 0.2 M de iodeto de sódio, 0.1 M Trispropano pH 6.5 e 20% de 
PEG 3350. C) Gota contendo 0.04 M de acetato de sodio pH 4.6 e 40% de PEG 2000. 
 
 
Após difração dos cristais, o processamento dos dados de difração permitiu a definição 
do grupo espacial monoclínico P1211. Segundo o coeficiente de Matthews (1968) calculado 
em 2.19 Å3/Da, o cristal contém 44% de solvente e uma molécula na unidade assimétrica 
conforme mostrado na Figura 26B . A estrutura cristalina foi resolvida por substituição 
molecular usando o ortólogo de Salmonella typhimurium resolvido a 1.7 Å (PDB: 1SBP; [63] 
e que apresenta 65% de identidade. Em ambos os monômeros do modelo final, a estrutura é 
caracterizada a partir dos resíduos 25 a 338. Os primeiros 24 resíduos não puderam ser 
resolvidos devido à falta de densidade eletrônica, provavelmente por movimentação desta 
região. A Tabela 08 expõe as informações fundamentais referente às estatísticas de tratamento 
e refinamento dos dados. 
 
Tabela 8 de dados de difração do primeiro conjunto de dados a 3.18 Å * 
Dados de difração de Raios X  1o. estrutura 2a. Estrutura (PDB 5UM2) 
Synchrotron e linha de luz LNLS MX2 Diamond Light Source I02 
Comprimento de onda (Å) 1.433 0.979490 
Grupo Espacial  P 1 21 1 C 1 2 1 
Parâmetros de célula unitária a= 82.26 
b = 33.91 
c = 106.88 
α = 90.00 
β = 90.00 
γ = 90.00 
a= 183.06 
b = 54.54 
c = 34.2 
α = 90.00 
β = 98.90 
γ = 90.00 
Faixa de Resolução  (Å) 35.63 – 3.18 30.16  - 1.14 (1.181  - 1.14) 
Rmerge (%) 0.18 (0.52) 0.039 (0.650) 
Completeza (%) 97.0  (96.0) 93.3 (70.3) 
Redundancia 7.6 (7.5) 3.7  (2.7) 
<I/sigma>  7.2 (3.0) 15.2 (1.9) 
Mosaicidade (deg) 0.75 0.75 
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Fator Wilson Plot B (Å2) 37.4  11.4 
   
Refinamento e qualidade do modelo   
Faixa de resolução (Å) 46.37 – 3.18 46.37 – 1.08 
Número de reflexões: work/test 15046 15046 
Rvalue (%) 0.145 0.1776 (0.2933) 
Rfree (%) 0.220 0.1905 (0.2981) 
Média fator B (Å) 13.96 18.10 
* Os valores em parênteses correspondem aos dados da ultima camada de resolução. 
 
 
Figura 26– Cristalização, difração e estrutura tridimensional da proteína Sbp de X. citri. A) 
Cristal da proteína Sbp obtido na condição 0.1 M de Tris pH 7.5 e 20% PEG 6000. 2 µL da proteína 
em tampão 0.05 M de Tris pH 8.0 e 0.3 µM de sulfato de magnésio foram misturados a 2 µL da 
solução mãe para a preparação da gota. B) Uma molécula de Sbp  encontrada na unidade assimétrica. 
C) Estrutura tridimensional da proteína Sbp mostrando os dois domínios, N (azul) e C-terminal 
(verde) e o íon sulfato na fenda em forma de esfera vermelha. A localização de todos os triptofanos 
são mostrados em palitos laranjas. D) Detalhe do sítio de ligação de sulfato evidenciando os resíduos 
envolvidos nas ligações de hidrogênio. 
 
A estrutura da Sbp mostra dois domínios alfa-beta entre os quais encontra-se o sítio de 
ligação ao sulfato. De fato, a densidade eletrônica permitiu a identificação de uma molécula 
do ânion exatamente na região do bolsão. Embora altamente conservados, tanto estrutura 
como o sítio de ligação, novos ensaios de cristalização foram realizados para a otimização da 
resolução. As novas tentativas foram realizadas com kits da Hampton Research com alvo nas 
variações de pH e aditivos. Foi encontrado um cristal crescido a 18ºC na condição com 0.2 M 
de sulfato de potássio e 20% (v/v) de PEG 3350, pelo método da gota sentada (sitting drop), 
em robô Oryx6 do Departamento de Bioquímica da Universidade de Cambridge. Este cristal 
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foi submetido à difração de raios-X na linha Diamond Light Source, Oxfordshire usando o 
detector Pilatus 6M e apresentou resolução melhorada de 1.14 Å (Tabela 08, segundo cristal).  
Nesta resolução, além da melhora da qualidade da estrutura e estatísticas, foi possível 
comparar as duas estruturas e identificar com clareza os resíduos que formam 7 ligações de 
hidrogênio para coordenação do íon (Figura 27). A estrutura foi depositada no banco de dados 
PDB (https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) com o código 5UM2. 
  
Figura 27 – Densidade eletrônica da proteína Sbp em diferentes resoluções, A) evidenciando a 
ligação da proteína com o íon sulfato na resolução 3.2 Å B)  na  melhor resolução em 1.14 Å  
 
Nos dois modelos gerados observa-se, contudo, que a proteína Sbp de X. citri conserva 
a mesma organização característica das proteínas periplasmáticas ligadoras de transportadores 
ABC com dois domínios separados por uma alça. Esses dois domínios quando fechados 
capturam o substrato conforme o modelo de flor de Vênus [97]. Sua fenda de ligação com o 
sulfato é delimitada pelos domínios N e C terminais, cada um compreendendo uma folha β 
rodeado por hélices alfa, conforme apresentado na Figura 26C. O domínio N é formado pelos 
resíduos 25-120 e 246-308 organizados em uma folha β com 4 fitas antiparalelas rodeadas por 
8 hélices alfa. Similarmente, o domínio C compreende os resíduos 121-25 e 309-338 também 
constituído de uma folha beta com 5 fitas antiparalelas circundadas por 7 hélices alfa. A 
interconexão desses domínios envolve a presença de 2 alças (resíduos 121-123 e 242-245) 
dispostos do lado oposto ao da entrada da fenda. Os resíduos de interação com o sulfato 
mostraram-se idênticos ao ortólogo de S. typhimurium (Figura 26D). 
De posse do modelo tridimensional da proteína e a comprovação experimental da 
ligação com sulfato foram realizados vários ensaios de titulação calorimétrica isotérmica 
(ITC) a fim de obter experimentalmente a constante de dissociação (Kd) da proteína pelo 
substrato. Houve também a finalidade de investigar a hipótese levantada na literatura que 
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algumas proteínas ligadoras de sulfato poderiam se ligar a outros oxiânions [98-100]. 
Conforme a tabela 9, as inúmeras tentativas de obtenção experimental da constante de 
dissociação foram realizadas sem sucesso. De acordo com a Figura 28 é possível observar a 
ligação da proteína pelo substrato, porém sua constante não pôde ser calculada devido a 
rápida saturação, sugerindo que a proteína poderia vir associada ao sulfato já nos ensaios de 
purificação. Para eliminarmos esta possibilidade, foi realizado o desenovelamento químico da 
proteína com 8 M e 4 M de uréia, para posterior re-enovelamento. Porém, mesmo após a 
realização deste protocolo não houve medida da interação/ligação nos ensaios calorimétricos.  
 
Tabela 9 - Variações experimentais testadas nos experimentos de ITC da proteína Sbp na 









Temperatura da célula 
1 50 µM 400 µM Nenhuma  15 oC 
2 70 µM 400 µM Nenhuma  20 oC 
3 70 µM 200 µM Nenhuma  15 oC 
4 70 µM 200 µM Uréia 8M 15 oC 
5 120 µM 200 µM Uréia 4M 15 oC 
6 120 µM 2 mM Guanidina 6M 15 oC 
7 120 µM 2 mM Resina Dowex 15 oC 
8 170 µM 200 µM Resina Dowex 15 oC 
9 120 µM 200 µM Uréia 4M 15 oC 

























Figura 28 – Figuras representativas das tentativas de titulação calorimétrica da proteína Sbp de 
X. citri evidenciando a ligação da proteína com sulfato de magnésio e subsequente melhoria das 
injeções, porém sem obtenção de sua constante de afinidade (Kd) A) Experimento número 1 referente 
Tabela 8 B) Experimento número 2 referente Tabela 8 C). Experimento 03 referente da tabela 08 
 
  Como a Sbp apresenta dois  resíduos triptofanos nas posições 161 e 218 (Figura 29A), 
foi possível conseguir a constante de afinidade (Kd) utilizando o método de fluorescência 
intrínseca de triptofanos. Adicionalmente, foram realizados ensaios na presença de molibdato 
também, os quais mostraram que Sbp é específica para sulfato, diferentemente da proteína 
ligadora de sulfatos de E. coli, que também liga molibdato com baixa afinidade [98, 100]. 
 
 
Figura 29– Interação da Sbp de X. citri com sulfato analisada por fluorescência intrínseca dos 
triptofanos. A) Detalhamento do sítio de ligação evidenciando dois triptofanos. B) Espectro de 
emissão de fluorescência da Sbp (1 µM) em diferentes concentrações de sulfato e molibdato. Os 
triptofanos foram excitados a 295 nm a 20ºC. C) Determinação da constante de ligação Kb e número 
de sítios de sulfato para Sbp por meio de métodos fluorimétricos. 
 
4.4.2 Produção das permeases e ATPase do transportador de sulfato de X. citri para 




 A caracterização estrutural dos componentes deste transportador, o qual consiste de 
das proteínas de membrana CysU e CysW e a ATPase CysA, envolve a expressão do 
complexo e solubilização do mesmo em detergentes. Várias estratégias de clonagem foram 
realizadas no período conforme Tabela 9. Em todas as abordagens, as proteínas foram 
clonadas na forma completa. Na primeira abordagem, optou-se pela clonagem dos genes 
completos, nos vetores de expressão conforme Material e Métodos. Em todas as construções 
as proteínas foram fusionadas à caudas de 6 (CysA) ou 8 histidinas (CysUW).  
 Os ensaios de produção das proteínas estão apresentados na Tabela 10 e o símbolo NP 
significa que as proteínas não foram expressas nas condições testadas (Figura 30). Para 
confirmação dos resultados foi realizado o ensaio de Western Blot utilizando o anticorpo 
primário anti-His (dados não mostrados). 
 
Figura 30 – Resultado representativo dos testes de produção das proteínas  CysU, CysW e CysA 
de X. citri em células de E. coli C41 (DE3). A figura ilustra a ausência a produção de nenhuma das 
duas permeases do transportador no tempo indicado como T2 que corresponde 4 horas após a adição 
do agente indutor IPTG. As massas moleculares esperadas para as proteínas CysU, CysW e CysA são 
32.5 KDa, 34.8 KDa e 40 KDa, respectivamente. 
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P ro te í na  P la s m í de o  C e pa   
18  o C 3 0  o C 3 7  o C 2 5 % 5 0 % 0 .4  m M 1 m M
BL21 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
BL21(DE3)Turner NP NP NP NP NP NP NP
C43 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
C41 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
P ro te í na  P la s m í de o  C e pa   
18  o C 3 0  o C 3 7  o C 2 5 % 5 0 % 0 .4  m M 1m M
BL21 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
Ro s s e ta  (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
C43 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
Lemo  (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
C41 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
P ro te í na  P la s m í de o  C e pa   
18  o C 3 0  o C 3 7  o C 2 5 % 5 0 % 0 .0 5 % 0 .10 %
E.co li  MC 1061 NP NP NP NP NP NP NP
P ro te í na  P la s m í de o  C e pa   
18  o C 3 0  o C 3 7  o C 2 5 % 5 0 % 0 .4  m M 1 m M
BL21 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
Ro s s e ta  (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
C43 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
Lemo  (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
C41 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
P ro te í na  P la s m í de o  C e pa   
18  o C 3 0  o C 3 7  o C 2 5 % 5 0 % 0 .4  m M 1 m M
BL21 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
Ro s s e ta  (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
C43 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
Lemo  (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
C41 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
P ro te í na  P la s m í de o  C e pa   
18  o C 3 0  o C 3 7  o C 2 5 % 5 0 % 0 .4  m M 1 m M
BL21 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
Ro s s e ta  (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
C43 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
Lemo  (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
C41 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
P ro te í na  P la s m í de o  C e pa   
18  o C 3 0  o C 3 7  o C 2 5 % 5 0 % 0 .4  m M 1 m M
BL21 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
Ro s s e ta  (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
C43 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
Lemo  (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
C41 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
P ro te í na  P la s m í de o  C e pa   
18  o C 3 0  o C 3 7  o C 2 5 % 5 0 % 0 .4  m M 1 m M
BL21 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
Ro s s e ta  (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
C43 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
Lemo  (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
C41 (DE3) NP NP NP NP NP NP NP
Induto r 
Cys UW pETDuet
Te m pe ra tura A e ra ç ã o  
Induto r 
Cys W pET28a
Te m pe ra tura A e ra ç ã o  
Induto r 
Cys U pET28a
Te m pe ra tura A e ra ç ã o  
Induto r 
Cys UWA pET28a
Te m pe ra tura A e ra ç ã o  
Induto r 
Cys A pHAT2
Te m pe ra tura A e ra ç ã o  




Te m pe ra tura A e ra ç ã o  
Cys A




A produção heteróloga das proteínas de membrana não foi obtida mesmo após várias 
tentativas e poderia ser explicada por uma série de fatores como escassez de maquinaria de 
translocação (tipo SEC ou TAT), toxicidade celular, divergência de sinalização entre espécies 
e códon usage [101-103]. 
Mediante ao insucesso das tentativas de produção das proteínas de interesse, 
solicitamos a clonagem das mesmas após otimização dos códons (códon usage) para produção 
em E. coli. Os mesmos encontram-se em fase de sub-clonagem em vetores de expressão e 




5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
 
O presente trabalho mostrou, pela primeira vez, o levantamento completo sobre 
proteínas envolvidas com o transporte de sulfato e compostos sulfonados em X. citri, com 
especial atenção aos sistemas de transporte do tipo ABC, provavelmente constituintes do de 
um regulon cys, como identificado em E. coli. Mostramos que existem ao menos 3 sistemas 
ABC de transporte de compostos sulfonados, com especial atenção ao transportador de sulfato 
SbpCysUWA, cujos ensaios funcionais mostraram que o mesmo não é essencial para o 
processo de formação do cancro de forma geral, mas está relacionado de alguma forma à 
deficiência de xantomonadina. A não essencialidade do sistema poderia ser explicada pela 
redundância no genoma de X. citri caracterizada pela presença de  outras duas famílias de 
proteínas carreadoras tipo SLC (13 e 26), as quais poderiam complementar a função do 
transportador SbpCysUWA. De fato, os resultados de RT-PCR mostram que os genes 
correspondentes aos putativos transportadores SulP e SacI podem ser diferencialmente 
expressos em LB e XAM1. Os resultados não permitem atribuir funções aos transportadores, 
mas as análises de bioinformática sugerem similaridade com sistemas de baixa e alta 
afinidade por oxiânions. Juntamente, estes transportadores, associados aos aqueles 
relacionados ao transporte de compostos sulfonados (sistemas Ssu1 e Ssu2) mostram alta 
redundância e reforçam que enxofre é elemento essencial para a bactéria, durante o 
crescimento e processos de infecção na planta. A bactéria mostra-se bem adaptada neste 
sentido.  
Em relação à parte estrutural, conseguimos mostrar a conservação das proteínas de 
membrana e caracterizar a estrutura tridimensional do compenente periplasmático do sistema 
transportador, a proteína ligadora periplasmática Sbp, com alta resolução a 1.14 Å. Como 
proteínas periplasmáticas são exclusivas de procariotos, elas se tornam alvos interessantes 
para o desenvolvimento de inibidores de crescimento. Infelizmente, como em X. citri o 
sistema ABC de sulfato não é o único responsável pela captação do enxofre, a estratégia para 
o desenvolvimento de inibidores deveria se basear não somente na proteína periplasmática, 
mas em um inibidor do tipo sulfonado, de forma que pudesse ser capturado por qualquer um 
dos transportadores e se ligar covalentemente aos mesmos.   
Os resultados gerados como fruto deste trabalho [6, 57, 104, 105], associados aos 
resultados publicados pelo grupo em relação aos transportadores de molibdato, fosfato e 
alcano sulfonatos [40, 58, 106-108] formam uma sólida base sobre a funcionalidade e 
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estruturas dos sistemas de captação de ânions em X. citri, que devem ser compilados para 
constituição de uma revisão no tema. 
 Finalmente, nosso grupo tem especial interesse na resolução das estruturas dos 
transportadores do tipo SulP e SacI e seus estudos funcionais e dará continuidade ao trabalho.  
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ANEXO 03- Structural and physiological analyses of the alkanesulphonate-binding 
protein (SsuA) of the citrus pathogen Xanthomonas citri. 
 
(O qual  foi realizado todos ensaios funcionais e a construção do mutante complementar e os 
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